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FRAGMENT PEPTIDIQUE DE LA PROTEINE 6 DU VIRUS RESPIRATOIRE 
SYNCYTIAL, AGENT IMMUNOGENE, COMPOSITION PHARMACEUTIQUE LE 
CONTENANT ET PROCEDE DE PREPARATION 



La pr^sente invention se rapporte a des polypeptides utilisables 
5 notamment dans la preparation d'immunogenes et Pobtention de vaccin 
contre le virus respiratoire syncytial (VRS) iet & des sequences 
nucleotidiques permettant de Ies obtenir. L'invention se rapporte 
6galement k une proteine adjuvante d'immunit£ extraite de Klebsiella 
pneumoniae, a des compositions contenant les polypeptides immunogenes, 
10 6ventuellement associes & une telle proteine adjuvante, ainsi qu*& leur 
proced6 de preparation. 

Le virus respiratoire syncytial (VRS) est la cause la plus frequente 
de maladies respiratoires chez le nouveau-ne : bronchopneumopathies 
(bronchiolites). L'OMS estime chaque annee 50 millions de cas atteints du 
15 VRS, dont 160 000 deces dans le monde entier. II existe deux sous gfoupes du 
virus (sous groupes A et B). 

Le VRS est classe dans la famille des Paramyxoviridae, genre 
pneumovirus comportant un genome ARN non segment^, de polaritS 
negative, codant pour 10 proteines specifiques. 
20 II n'existe pas actuellement de vaccin disponible, contre le VRS. Les 

vaccins a virus inactive se sont montres inefficaces et ont meme parfois 
aggrave les infections des nourrissons. Dans les annees 60, les tentatives 
de vaccination avec le VRS inactive a la formaline ont conduit k l'echec : 
au lieu de conferer une protection lors de la reinfection due au VRS, le 
25 vaccin a eu pour effet d'aggraver la maladie chez Tenfant. 

La demande WO 87/04185 a propose d'utiliser des proteines 
structurales du VRS en vue d'un vaccin, comme les proteines d'enveloppe 
appelees proteine F (proteine de fusion) ou proline G, une glycoprotein 
de 22 Kd, une proteine de 9,5 Kd, ou la proteine majeure de capside 
30 (proteine N). 

La demande WO 89/02935 decrit les propri6t6s de protection de la 
proline F enttere du VRS, 6ventuellement modifiees sous forme 
monomeriques ou desacetylde. 

Une s6rie de fragments de la proteine F a €t£ clon6e en vue de 
35 rechercher leurs proprtetes neutralisantes. 
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Toutefois les vaccins immunitaires testes a ce jour se sont montres 
inefficaces ou ont induit une pathologie pulmonaire (bronchiolite ou 
p£ribronchite). 

A 1'heure actuelle il n'existe pas de traitement de fond des 
5 infections dues au VRS. 

Les infections au VRS des voies aeriennes sup£rieures : le 
traitement repose essentiellement sur les medications symptomatiques 
identiques a celles des autres infections virales. 

Les infections au VRS des voies aeriennes inferieures : le traitement 
10 chez les nourrissons repose sur le maintien d'une hydratation correcte, 
l'aspiration des secretions et radministration d'oxyg£ne si besoin. Un effet 
positif a ete observe avec la ribavirine, nucleotide actif in vitro contre le 
VRS. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un polypeptide 
15 utile notamment dans la production d'immunogene, caracterise en ce qu'il 
est porte par la sequence peptidique comprise entre les residus *d*acides 
amines 130 et 230 de la sequence de la proteine G du virus respiratoire 
syncytial, ou par une sequence presentant au moins 80% d'homologie avec 
ladite sequence peptidique. Cette sequence differe legerement pour les 
20 sous-groupes A et B du VRS humain, ou pour le VRS bovin. L'invention 
comprend les sequences provenant des VRS humain sous-groupe A et B, ou 
bovin 

La proteine G est une glycoprotein d'enveloppe du VRS, de poids 
moteculaire compris entre 84 et 90 Kd, pauvre en methionine. 

25 La Demanderesse a mis en evidence que la sequence comprise entre 

les acides amines 130 et 230 de la proteine G naturelle est particulierement 
appropriee pour induire une protection efficace contre Tinfection par le 
VRS. L' invention comprend les sequences provenant des VRS humain 
sous-groupe A ou B, ou bovin. 

30 Plus particulierement la presente invention concerne des 

polypeptides, utiles notamment comme Element d'immunogene compris 
dans le precedent et qui component la sequence peptidique comprise 
entre les residus aminoacides numerates 174 et 187 de la proteine G du VRS 
(humain, sous-groupes A et B, ou bovin) ou une sequence presentant au 

35 moins 80% d'homologie avec la sequence correspondante. 
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D'autres sequences peptidiques adaptees a la preparation d'un 
immunogene comprises dans ladite sequence de la proteine G du VRS sont 
constitutes par la sequence comprise entre Ies residus aminoacides 
numerotes 171 et 187 de la proteine G du VRS humain ou bovin, ou une 
sequence presentant au moins 80% d'homologie avec la sequence 
correspondante. D'autres peptides d'interet selon la presente invention 
sont portees par la sequence comprise entreles nucleotides numerotes 158 
et 190 de la proteine G du VRS ou une sequence presentant au moins 80% 
d'homologie avec la sequence correspondante. 

Selon un autre de ses modes de realisation l'invention a pour objet 
des peptides utiles pour la preparation d'un immunogene et qui presentent 
une sequence correspondant a la sequence comprise entre les residus 
aminoacides numerotes 140 et 200 de la proteine G du VRS humain ou 
bovin, ou une sequence presentant au moins 80% d'homologie avec la 
15 sequence correspondante. Des sequences debutant a 1'aminoacide 140 de 
ladite proteine G du VRS et dont I'extremite C-terminale correspond 
respectivement a 1'aminoacide 198, 196, 194, 192, ou 190 .ainsi.que des 
sequences presentant au moins 80% d'homologie avec Ies sequences 
portees par ces fragments sont particulierement avantageuses. 
20 Parmi Ies variants des sequences precedentes, il faut citer les 

polypeptides qui component une sequence dans laquelle : 
a) Pacide amine Cys en positions 173 et/ou 186 a ete remplace par un 
aminoacide ne formant pas de pont disulfure en particulier la 
serine, et/ou 

25 b) les acides amines en positions 176 et 182 sont susceptibles de former 
un pont covalent autre qu'un pont disulfure notamment l'acide 
aspartique et l'ornithine. 

Ainsi, la sequence polypeptidique 130-230 du VRS sous-groupe A 
peut etre utilisee complete, sous sa forme native. Cette sequence 
30 correspond a la sequence notee Seq id n° 1 (ou G2A). 

De meme, on peut utiliser la sequence polypeptidique complete 130- 
230 du VRS sous groupe B, sous sa forme native. Cette sequence correspond 
a la sequence notee Seq id n° 2 (G2B). 
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La sequence id n° 1 sera notee G2A dans la suite de la demands 

La sequence id n° 2 sera notee G2B dans la suite de la demande. 

Des sequences presentant au moins 80% d'homologie avec G2A ou 
G2B sont egalement appropriees. 

La sequence comprise entre les acides amines 130 et 230 f peut etre 
modifiee par le remplacement des residus cysteine en positions 173 et 186 
par des residus serine pour obtenir un peptide conservant de bonnes 
propri6t6s immunog6nes f grace au maintien de la boucle form^e par les 
residus Cys en positions 176 et 182. Les sequences en acides amines et 
nucleotides de ce polypeptide pour le sous-groupe A sont representees sur 
la seq id n° 3 (G2A6Cys). 

Pour le sous-groupe B, les sequences en acides amines et en 
nucleotides sont representees sur la seq id n° 4 (G2B6Cys). 

Les sequences peptidiques seront notees G2A6Cys et G2B6Cys. 

Selon un autre aspect, ^invention a pour objet un polypeptide utile 
pour la preparation d'immunogene, caracterise en ce qu'il consiste en la 
sequence peptidique comprise entre les residus aminoacides numerates 
174 et 187 de la proteine G du VRS ou une sequence presentant au moins 
80% d'homologie avec ladite sequence peptidique. 

Dans cette derniere sequence le peptide 174-187 sous-groupe A peut 
presenter la sequence : 
Seq id n° 5 : 

Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Cys Lys. 

Le peptide 174-187 sous-groupe B peut presenter la sequence : 
Seq id n° 6 : 

Ser-Ile-Cys-Gly-Asn-Asn-Gin-Leu-Cys-Lys-Ser-Ile-Cys-Lys. 

Le residu Cys en position 186 peut egalement etre remplace par un 
residu serine, de maniere k obtenir la sequence suivante : 
Seq id n° 7 pour le sous-groupe A : 

Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Ser Lys. 
Seq id n° 8 pour le sous-groupe B : 

Ser-Ile-Cys-Gly-Asn-Asn-Gln-Leu-Cys-Lys-Ser-IIe-Ser-Lys. 
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Dans la sequence comprise entre les residus 174 et 187 du peptide 
immunog£ne, selon Tune des variantes de Tinvention, les residus 
aminoacides en positions 176 et 182 sont respectivement remplac& par un 
acide aspartique et une ornithine, de manure a obtenir Tune des 
5 sequences suivantes : 

Seq id n° 9 pour le sous-groupe A : 

Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala He Cys Lys 
Seq id n° 10 pour le sous-groupe B 

10 Ser-He-Asp-Gly-Asn-Asn-Gln-Leu-Orn-Lys-Ser-Ile-Cys-Lys. 
Seq id n° 11 pour le sous-groupe A : 

Ser lie Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala lie Ser Lys. 
Seq id n° 12 pour le sous-groupe B : 

Ser-Ile-Asp-GIy-Asn-Asn-Gln-Leu-Orn-Lys-Ser-IIe-Ser-Lys. 

15 Le maintien des propri6t6s immunog^nes est obtenu grace au 

remplacement du pont disulfure (entre les Cys naturelles) par un pont 
amide entre les positions 176 et 182. 

D'autres sequences selon Pinvention telles que dSfinies 
precedemment figurent en annexe de la presente demande sous les 

20 designations SEQ,ID N°14 a SEQ. ID N°73. 

L'invention a egalement pour objet un polypeptide utilisable 
comme agent immunogene pr^sentant Tune des sequences precedentes et 
qui comporte en outre au moins un residu cysteine en position N- 
terminale ou C- terminals 

25 L'invention comprend Egalement un polypeptide qui consiste en la 

sequence peptidique comprise entre les residus aminoacides numerates 
130 et 230 de la sequence de la proteine G du VRS sous-groupe A et sous- 
groupe B, ou en une sequence presentant 80% d'homologie avec ladite 
sequence peptidique et qui est sous forme d'une proteine de fusion avec le 

30 recepteur de la serumalbumine humaine, nommSe BBG2A6C ou BBG2B6C, ou 
une autre proteine de liaison. La sequence de la proteine BB complete 
figure en annexe (Seq ID n° 74). 
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L'invention comprend egalement les variants par exemple 
glycosyles ou sulfates des differents peptides, que ces fonctions soient 
naturelles ou non. 

Les polypeptides peuvent etre prepares par synthase peptidique ou 
5 par les techniques d'ADN recombinant, qui sont connues de Phomme du 
metier. 

En particulier, les sequences du gene codant pour Tdpitope 
d'environ 100 acides amines peuvent etre pr6par6es par assemblage de 
genes en phase solide, et la proteine correspondante exprimee par 
10 exemple dans E coli par voie intracellulaire. 

Les sequences nucleotidiques (ARN ou ADN) codant pour les 
proteines ou les polypeptides definis ci-dessus font partie de l'invention. 

Un autre objet de Pinvention est un agent immunogene qui 
comporte un polypeptide tel que defini precedemment couple k une 
15 proteine porteuse, en particulier k une proteine adjuvante d'immunite. 

De preference, le polypeptide selon l'invention est couple k une 
proteine porteuse de type OmpA de la membrane externe d'une b^cterie du 
genre Klebsiella, de preference sous forme d'un conjugue soluble. 

La Demanderesse a pu montrer qu'alors que les variants de la 
20 sequence 174-187 de la proteine G du VRS sont faiblement immunogenes, 
leur couplage avec une telle proteine induit une reponse immunitaire 
specifique. 

L'intensite de la reponse immunitaire a ete comparee avec celle 
obtenue avec des adjuvants classiques, tel que le couplage au porteur KLH 
25 (keyhole limpet hemocyanin) coadministre avec l'adjuvant de Freund, ou 
le couplage a la proteine porteuse TT (tetanus toxoid). 

Des r£sultats particulierement avantageux sont obtenus pour des 
compositions contenant un polypeptide immunogene selon l'invention 
couple k la proteine p40 de Klebsiella pneumoniae ou une proteine 
30 presentant 80% d'homologie avec la proteine p40. 

Plus particulierement, ledit polypeptide est couple k une proteine 
comportant la sequence peptidique notee Seq id n° 13. 
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La sequence nucleotidique (ADN ou ARN) codant pour la proline 
comportant la sequence id n° 13 est comprise dans l'invention. 

Le polypeptide immunogdne peut etre couple a la proteine 
adjuvante d'immunite par des methodes connues de l'homme du metier 
5 telles que : 

- Glutaraldehyde 

- Carbodiimide (ex : EDC. : l-(3dim6thyIaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide). 

- Bis imido esters (ex : dim6thyladipimidate). 

- N-hydroxysuccinimidyl esters (ex : disuccinimidyl suberate). 

10 - Pour les peptides comportant une cysteine supplementaire en position N 
terminate ou C terminale : 

* Maieimido-N-hydroxysuccinimide esters (ex : MBS : 
maleimido benzoyl-N-hydroxy-succinimide ester). 

* N- succinimidyl Bromoacetate. 

15 Le polypeptide peut etre conjugue k la proteine porteuse par une 

proteine de liaison, par exemple le recepteur de la serumalbumine 
humaine (BB). 

Selon un autre aspect, I'invention a egaiement pour objet un 
procede de preparation d'un peptide conjugue entrant dans une 
20 composition utile pour prevention ou traitement des affections a VRS, 
caracterise en ce que : 

a) on precipite les lipopolysaccharides de membranes de bacteries du 
genre Klebsiella, en presence d'un sel de cation divalent et de 
detergents, pour recuperer les proteines membranaires totales dans 

25 le surnageant, 

b) on soumet les proteines k une chromatographic par ^change 
d 'anions pour separer la fraction con tenant la proteine adjuvante 
d'immunit£, 

c) on concentre la fraction contenant la proteine adjuvante 
30 d'immunit6, 

d) on conjugue la proteine adjuvante d'immunite avec un polypeptide 
immunogfene tel que definis ci-dessus pour former un conjugue 
soluble. 
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Le sel de cation divalent utilise dans 1'etape a) est de preference un 
sel de calcium ou de magnesium. Apr6s centrifugation, les proteines du 
surnageant peuvent etre r£cuper£es avec un bon rendement par deux 
precipitations a TethanoL 
5 Les prolines membranaires, apr6s remise en suspension, sont 

s£parees sur une colonne £changeuse d'anions, utilisable en conditions 
industrielles. Ce support chromatographique est tres stable et compatible 
avec les traitements de depyrogenation drastiques, ce qui n'etait pas le cas 
des supports chromatographiques dejk decrits. D'autre part, Peiution de la 
10 prot&ne peut etre r€alisee en conditions isocratiques et non par 
application d'un gradient de NaCl (comme decrit precedemment), ce qui est 
particulierement avantageux en conditions industrielles. 

Selon un mode de realisation prefere, aprfcs Tdtape c), on procede k 
une seconde etape de chromatographic, sur 6changeur de cations, et on 
15 recup£re les fractions contenant la proteine adjuvante, Ijui sont 
concehtrees. Cette etape suppl&nentaire permet une meilleure elimination 
des lipopolysaccharides. La proteine adjuvante est ensuite conjugu6e avec 
un polypeptide immunogene selon I 'invention. 

Selon un autre aspect, Tinvention a pour objet une composition 
20 utile pour la prevention et/ou le traitement des affections provoquees par 
le VRS, caracterisee en ce qu'elle contient un polypeptide caracteris£ ci- 
avant. 

Plus particulierement les compositions contiennent en outre des 
excipients pharmaceutiquement acceptables adapts k 1'administration par 
25 voie injectable. 

En effet, la Demanderesse a mis en evidence que Pinjection de telles 
compositions entraine une protection, non par un effet neutralisant, mais 
par une reponse immunitaire systemique de Porganisme. 

Les reponses humorales et cellulaire (IgM, IgG, IgA et cellules T) 
30 sont provoquees par le produit qui induit egalement une protection a long 
terme et une memoire immunologique contre les VRS sous groupes a et b. 

En vue de Tadministration des compositions vaccinales par voie 
sous-cutanee, il est souhaitable de disposer de conjugue soluble, ce qui est 
difficile par les methodes conventionnelles. 

35 
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C'est pourquoi I'invention concerne egalement un proc£d£ de 
preparation d'un conjugue entre un peptide immunogdne et une proline 
de membrane de Klebsiella, en particulier la proteine p40 de K. 
pneumoniae, dans lequel le couplage est effectu£ en presence de 
5 glutaraldehyde a des concentrations inferieures ou egales k 0,05%. 

Ce procede de couplage diminue considerablement les 
concentrations en glutaraldehyde en comparaison de celles 
habituellement utilises (2 fois 0,01% au lieu de 1% environ) ; le 
glutaraldehyde est ajoute en 2 fois sur une periode de cinq jours alors que 
10 les protocoles decrits mentionnent des temps de 24 heures. 

Ces modifications ont permis 1'obtention d'un coniugug soluble, sous 
une forme adaptee k Tadministration sous cutanee. 

Les protocoles usuels (concentrations en glutaraldehyde plus 
elev£es et temps courts) se traduisent par la formation d'un gel dense (du k 
15 des reactions de conjugaison P40-P40, tres probablement), forme Impropre 
k I'administration et a la manipulation en general. 

Le peptide conjugue peut etre congele et utilise tel .quel ou 
lyophilise. 

Les exemples qui suivent sont destines k illustrer I'invention sans 
20 aucunement en iimiter la port6e. 

Dans ces exemples on se referera aux figures suivantes : 

- Figure 1 : intensity de la reponse immunitaire induite contre G1A sous 
25 differentes formes, 

- Figure 2 : Cin£tique de la reponse immunitaire induite contre G1A 

presentee sous differentes formes, 

- Figure 3 : CinStique de la reponse immunitaire induite contre le 

porteur seul, 

30 - Figure 4 : Strategie de clonage par amplification g£nique de p40. 
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Exemple 1 : Synthese et Purification du GjA 
Le polypeptide de sequence 
5 Ser-Ile-Cys-Ser-Asn-Asn-Pro-Thr-Cys-Trp-Ala-Ile-Ser-Lys 



not6 G\A, est prepare par synthase en phase solide en utilisant la chimie 
Boo 

10 

Assemblage 

L'assemblage du peptide est effectu£ par synthese peptidique en 
phase solide sur polystyrene (divinylbenzene 1%), en commencant avec 
un agent de liaison Boc-Lys(2-d-Z)-phenylacetamidomethyL 
15 On a utilise la strategic chimique Boc-Benzyle avec la procedure de 

deprotection-couplage suivante : 



1. 


55 % TFA dans DCM 


(1x5 min) 


z 


55 % TFA dans DCM 


(1x25 min) 


3. 


DCM 


(2x1 min) 


4. 


Isopropylalcool 


(lxl min) 


5. 


DMF 


(2x1 min) 


6. 


10 % DIEA en DMF 


(2x2 min) 


7. 


Couplage 




8. 


DMF 


(2x1 min) 


9. 


DCM 


(2x1 min) 




A chaque etape on utilise 20 ml de solvant par gramme de peptide- 



r6sine. 

Le couplage est effectu6 dans du DMF avec un ester 
hydroxybenzotriazole preforme pendant 30 min. On v£rifie k chaque etape 
30 du couplage, si des fonctions amine libres residuelles sont pr&entes, par le 
test k la ninhydrine. Si n^cessaire, un double couplage est effectu6. 
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Pour la synthese du peptide GiA, on a utilise les groupes de 
protection de la chaine laterale suivants : 

- 2-chlorobenzyIoxycarbonyl pour la Lysine, 

- Benzyl pour la Serine et la Threonine, 



- Formyl pour le Tryptophane. 

Avant i'etape finale de deprotection/cleavage, le groupe formyl est 
^limine par traitement 30 min par une solution de piperidine a 25 % dans 
du DMR La resine peptidique est lavee par du DCM et de Tether, et sech6e 
10 sous pression reduite. 



15 traitement au Fluorure d'Hydrog&ne liquide. 10 ml de 'Fluorure 
d'Hydrogene par gramme de peptide-resine sont utilises classiqilement a 
0°C pendant 45 min en presence de p-cresol et d^thanedi thiol comme 
piege. Apres evaporation du Fluorure d'Hydrogene, le melange de reaction 
brut est lave a Tether, dissout dans du TFA, pr£cipite a Tether et s£che. 

20 

Cyclisation et purification 



5 



- 4-m6thylbenzyl pour la Cysteine, 



Clivage 



Le peptide est clive de la resine et completement deprotege par un 



25 



Conditions generates de purification par HPLC : 

Phase stationnaire : siliceenCig, 15-25 nm, 100 A 

Phase mobile : solvant A ; eau 0,1 % TFA 



solvant B : ac6tonitrile/A, 60/40% (v/v) 
Gradient lin&dre : 20 k 50 % B en 30 min (premiere etape de 



30 



purification) 

15 k 40 % B en 30 min (seconde etape de 
purification) 



Vitesse du flux : 40 ml/min 



Detection : 



UV(210 nm) 
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Le peptide brut obtenu apres clivage est purifi£ dans les conditions 
d£crites ci-dessus (gradient de 20 k 50 % B). Les fractions ayant une puret£ 
superieure & 70-80 % (HPLC) sont rtunies et lyophilisees. Le peptide est 
ensuite purifie dans un melange acetonitrile eau et DMSO (lmg/ml) et 
5 laiss£ sous agitation jusqu'i ce que la cyclisation soit complete (4 & 6 
jours). L'evolution de la reaction est controlee par HPLC. Le melange de 
reaction est finalement concentre sur la colonne d'HPLC preparative et 
un gradient de 15 k 40 % de B est applique en 30 min afin de purifier le 
peptide. 

10 Gendralement, apres lyophilisation, une seconde purification dans 

les memes conditions, est effectuee pour atteindre le degre de purete 
requis. 

La puret^ et Pidentite du produit final sont controlees par HPLC 
analytique, analyse des amino acides et analyse de masse FAB. 
15 Dans le peptide ainsi obtenu, le residu serine en treizteme position 

remplace le residu Cys du peptide naturel, evitant ainsi une heteirogeneite 
dans la formation des ponts disulfures, pouvant etre nuisible a 
rimmunog6nicite. 

20 Exemple 2 : Preparation de 1'epitope G2A6Cys 
Construction de g&ne : materiels et m£thodes 

Dans un microtube Eppendorf, on rince 300 \ig de billes avec du 
25 tampon washing/binding (1M NaCl, lOmM Tris-HCl pH7,5, 1 mM EDTA) 
avant d'ajouter 0,2 pmole de Toligo biotinyle, 15 minutes d'incubation a 
temperature ambiante pour le binding. Les billes avec Poligo fixe sont 
rincees et sedimentees. 0,2 pmole de l'oligo phosphoryle en 5' suivant est 
ajoute dans 60 \il de tampon hybridation/ligation (50mM Tris-HCl pH7,6, 10 
30 mM MgCl 2 , 1 mM ATP, ImM 1,4-dithiothreitol [DTT], 5% polyethylene glycol 
[PEG] 8000). Le melange d'hybridation est incube k 70° C pendant 5 mn et 
laisse revenir a 37° C avant d'ajouter 3 unites de T4 DNA ligase (BRL) 
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suivi de 15 mn d'incubation k 37° C. Le melange reactionnel est rinc6 
avant d'ajouter 0,2 pmole d'oligo suivant. La procedure 
d'hybridation/ligation est rep£tee autant de fois qu'on ajoute un nouveau 
oligo compl£mentaire phosphoryte en 5'. A la fin, le duplex d'ADN Fixe sur 
5 billes magn^tiques peut 6tre s£pare du support en coupant avec les 
enzymes de restriction appropriees. 

On prepare TADN correspondant k la sequence G2A6Cys et k la 
sequence G2A6Cys li£e k la prot&ne de liaison k la serumalbumine 
humaine(BB) not<§e BB-G2A6Cys. 

10 La sequence nucleotidique est exprimee chez E coli pour recuperer 

les proteines correspondantes. 
Vecteur d f expression : 

pVABBG2A6C est un vecteur d'expression de type intraceUulaire, il 
contient un promoteur d'origine £ coli , Poperation tryptophane (Trp), 

15 suvi du gene codant pour le recepteur de la s£rum albumine hutnaine BB 
(P-A Nygren et col, J. Mol. Recognit., 1988, L 60) et enfin le gene codant 
pour G2A6C du VRS. L'expression du gene heterologue peut etre induite en 
presence de 1'IAA (acide-3-B-indolacryIique). Le produit de fusion 
BBG2A6C peut etre purifie par affinite sur colonne HSA-sepharose, apres 

20 avoir libere les proteines cytoplasmiques de £ colL 

Exemples de purification de proteines a partir de culture de 
500 ml : 

La souche £ coli RV 308 (Maurer et col., J. Mol. Biol., 1980, 132, 147) 
25 transfectee par le plasmide pVABBG2A6C, a ete selectionnee sur g61ose 
renfermant de Tampicilline (100 jig/ml) et de la tetracycline (8 jig/ml). On 
inocule la souche dans un Erlenmeyer contenant 100 ml de milieu de 
culture TSB (Tryptic Soy broth, Difco) (30g/l), supplements avec de la 
levure (Yeast Extract, Difco) (5 g/1), de l'Ampicilline (100 jig/ml), de la 
30 tetracycline (8 ng/ml) et du Tryptophane (100 ng/ml). Incuber a 32°C 
pendant 12 heures sous agitation (190 rpm). Transvaser la culture dans un 
autre erlenmeyer (5 litres) contenant quatre fois le volume initial (400 ml 
TSB + levure + les memes antibiotiques a la meme concentration). Lorsque 
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la densite optique du milieu (a 550 nm) atteint environ une D.O. de 1,5, on 
induit la production des prolines en ajoutant dans le milieu de TIAA a la 
concentration finale de 25 ng/ml. On arrete la culture aprfcs 5 heures 
d'incubation, sous agitation (190 rpm) k 32°C. Apres centrifugation, le 
5 culot bact6rien est resuspendu dans un recipient contenant environ 60 ml 
de solution de TST (50 mM TrisHCl, pH 8,0, 200mM NaCl, 0,05 % Tween 20, 
0,5 mM EDTA) a froid. 

On introduit dans le recipient une sonde standard de sonicateur 
(VIBRA-CELL, Somics Mat, USA). On fait la sonication k la puissance 5 
10 pendant deux minutes environ. Le surnageant de solution apres 
centrifugation est filtr6 k 0,45 jim, et passe dans une colonne contenant 
environ 3 ml de gel de HSA-sepharose (STAHL et col, J, Immunol. 
Meth.,1989,124,43). 

Les protdines puriftees sont analysees par SDS-PAGE sur Pappareil 
15 Phast System (PHARMACIA) ou sur Mini Protean BIORAD. Les gels sont 
reveles par le bleu de Coomassie. La proteine BBG2A6C, representant plus 
de 90 % de puret6, correspond bien k la taille attendue (39,3 Kda) par 
rapport aux standards de poids moleculaires connus. 

L'immunotransfert de cette proteine sur membrane Problott (ABI) 
20 permet de Pidentifier avec des anticorps sp&rifiques, anti-BB et/ou anti- 
proteine G du VRS (ss-groupe A). Le rendement de proteines solubles 
purifies a partir du cytoplasme de £ coli est environ 50 mg/Iitre de 
culture. 

En fermenteur de 2 litres, on peut obtenir de 500 k 800 mg de 
25 proteines BBG2A6C par litre de culture, dans les conditions optimales de 
culture. 

Exemple 3 : isolement et purification de la proteine p40 
naturelle 

30 

Le procede de purification de la proteine P40 a partir de la biomasse 
de Klebsiella pneumoniae, souche 1-145, a ete mis au point avec un objectif 
principal : mettre au point un procede permettant la transposition 
agrande 6chelle et Pextrapolation industrielle. Ce procede met en jeu 
35 successivement la preparation d'une fraction enrichie en proteines 
membranaires et la purification de la proline P40 par chromatographic 
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MATERIEL ET METHODES 

La biomasse de Klebsiella pneumoniae (souche 1-145, 40 g de cellules 
seches) est ajust£e a pH 2,5 a 1'aide d'acide acetique pur. 
5 Apres addition de 1/2 volume d'une solution contenant 6 % cetrimide, 60 % 
6thanol, 1,5 M CaC12 dont le pH est ajuste k 2,5 avec de Tacide acetique, le 
melange est plac6 sous agitation pendant 16 heures k temperature 
ambiante. 

Apres centrifugation 20 mn k 15000 g a 4*C, les proteines du 
10 surnageant sont precipitees a 1'ethanoL Deux precipitations successives 
avec centrifugation intermediaire (10 mn, 10000 g, 4 °C) sont rdalisfes : de 
20 k 50 % puis de 50 a 80 %. 

Les culots obtenus apres la seconde precipitation sont remis en 
suspension dans une solution de zwittergent 3-14, 1 %. 
15 Aprfes agitation 4 heures k temperature ambiante, le pH est ajuste a 

6,5al'aidedeNaOHlN. 

Une centrifugation du melange pendant 20 mn k 10000 % k 4 °C 
permet d'obtenir une fraction enrichie en prolines membranaires 
(fraction MP). 

20 Les proteines de la fraction MP sont dialysees contre un tampon 

Tris/HCl 20 mM pH 8,0 ; zwittergent 3-14, 0,1 %. Le dialysat est depose sur 
une colonne contenant un support de type echangeur d'anions forts 
(colonne de diamStre = 50 mm xH = 250 mm, gel Biorad Macroprep High Q) 
equilibree dans le tampon d6crit ci-dessus. La proteine P40 est 61u6e pour 

25 une concentration de 50 mM en NaCI dans le tampon d'^quilibration. 

Les fractions contenant la P40 sont rassemblees et dialysees contre 
un tampon citrate 20 mM pH 3,0 ; zwittergent 3-14, 0,1 %. Le dialysat est 
depos6 sur une colonne contenant un support de type echangeur de 
cations forts (dimensions de la colonne : diametre = 25 mm xH = 160 mm, 

30 gel Biorad Macroprep High S) equilibree dans le tampon citrate 20 mM pH 
3,0, zwittergent 3-14, 0,1 %. La proteine P40 est elu6e pour une 
concentration 0,7 M en NaCL Les fractions contenant la P40 sont 
rassemblees et concentrees par ultrafiltration a Taide d'un systeme de 
filtration a flux tangentiel Minitan Millipore utilise avec des plaques de 

35 membranes possedant un seuil de coupure 10 kDa. 
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RESULTATS 

Les fractions obtenues aprSs chaque etape chromatographique sont 
analysees par SDS-PAGE afin de rassembler celles contenant la proline 
5 P40. 

Les quantites de proteines sont mesurees par la methode de Lowry 
(tableau I). La purete et I'homog6neit6 de la proteine P40 sont estibm6es par 
SDS-PAGE, en presence de standards de masse moteculaire. 

Apr6s T^tape de chromatographic d'echange de cations, la proteine 

10 P40 est depourvue du contaminant majeur present dans la fraction MP (la 
proteine pr6sentant une masse moteculaire apparente de 18 kDa) et 
presente un degre de purete superieur k 95 %. 

Le profil electrophoretique de la P40 revele plusieurs bandes. Ces 
bandes sont reconnues apres immunoblot par des anticorps monoclonaux 

15 P40 obtenus chez la souris. La bande majeure superieure correspond k la 
proteine denaturee (par le traitement k 100°C, 15 min. en presenceide SDS), 
et la bande mineure inferieure k la proteine sous sa forme native.; 

La P40 est en effet une proline dite "heat-modifiable", et nous 
avons pu verifier cette propriety a Taide d'une cinetique de chauffage k 

20 100°C en presence de SDS. Sans chauffage la proteine sous forme native 
presente une structure en helices a qui fixe plus de SDS et migre done plus 
loin vers Tanode que la forme denaturee (denaturation complete apres 5 
min. k 100°C) qui presente une structure en feuillets R (K.B KELLER (1978) 
J. BacterioL 134, 1181-1183)- 

25 La contamination par les iipopolysaccharides (LPS) est estimee par 

dosage par chromatographic en phase gazeuse de 1'acide 
R-hydroxymyristique, acide gras marqueur des LPS de Klebsiella 
pneumoniae (tableau I). 
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Cette m^thode est utilis6e pour approcher la teneur en LPS des 
echantillons issus des differentes Stapes de purification. 

La quantite d'acide B-hydroxymyristique presente dans la fraction 
P40 apres chromatographic d'echange de cations etant inferieure au seuil 
5 de quantification du dosage, on peut estimer que la quantite de LPS 
residuel est inferieure k 1 %. 

Exemple 4 : clonage de la proteine p40 et expression de BBp40 

10 SOUCHES BACTERIENNES 

* E coli : RV 308 : souche ATCC 31608 (MAURER R M MEYER 
B.J., PTASCHNEM,, J. MOL BIOU 1980, 139,147-161). 

15 * K. pneumoniae : IP 145 : souche C.LB.P.F - 

VECTEURS 

* pRIT 28 (Hultman et Col r 1988,7 : 629-638) : vecteur de 
20 clonage et de sequengage possedant le gene de resistance k Pampicilline, 

les origines de replication d'Ecoli et du phage Fl ainsi qu'une portion du 
gene lac-z d'Ecoli ( fi-galactosidose). 

* pVABB : vecteur d'expression de fusion de g6ne. 

25 

SOLUTIONS 

* Amplification genique : 

30 Tampon de lyse : 25 mM Taps pH 9.3 

2 mM MgC12 
Tampon d'amplification : 25 mM Taps pH 9.3 

2 mM MgC12 
tween 20 0.1 % 

35 200 mM dNTP. 
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* Purification des prolines : 

TST(20X): Tris base 0,5 M 

HCI 0,3 M 

NaCl 4M 

Tween 20 1 % 

EDTA 20 mM 



10 



Tampon de lavage : 



Tris HCI 
MgC12 



Solution de denaturation : Gua-HCl 

Tris-HCl 



50 mM 
5mM 

7,8 M 
28 mM 



pH8,5 



pH8,5 



15 



Solution de renaturation : Gua-HCl 0,5 M 

Tris-HCl 25 mM 

NaCl 150 mM 

Tween 20 0,05 96. 



pH8,5 



20 



MATERIEL ET METHODE 



25 



30 



- Synthese des oligonucleotides 

Les amorces nucleotidiques ont et€ dgterminees a partir de la partie 
de la sequence publiee de I'OMPA de Klebsiella pneumoniae (LAWRENCE, 
G.J., et al, Journal of general microbiology, 1991, 137, 1911-1921) de la 
sequence conscensus issue de 1'alignement des sequences de 5 OMPA 
d'enterobacteries (Ecoli, S.tryphimurium, S.marcescens, S.dysenteriae, 
E.aeroginosae), ainsi que des sequences de peptides obtenus par 
sequencage manuel. 
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Les oligonucleotides ont ete synthases selon la methode chimique 
des phosphoramidites sur Pappareil "Gene Assembler Plus" de Pharmacia. 

- Amplification genique par PCR du gene de P40 

5 

L'ADN de 1'OMPA de Klebsiella pneumoniae a ete ampiifie de la 
maniere suivante. 

Une colonie de Klebsiella pneumoniae est lysee dans 10 ^1 de 
tampon de lyse par chauffage a 95 °C pendant 5 minutes. 
10 1 til de cette solution sert de source d'ADN pour les reactions 

d'amplification. 

Celles-ci sont r6alis£es dans 100 id de tampon d'amplification 
(cf.annexe), avec 5 pmoles de chaque amorce et une unite d'enzyme Taq 
polymerase (Perkin Elmer Cetus). Chaque cycle comprend une 6tape de 
15 d6naturation de 30 secondes a 95°C suivie d'une hybridation de Pamorce a 
TADN et d'une extension d*une minute & 72 °C. 30 cycles sont ainsi 
effectues k Paide d'un thermocycleur "Gen Amp PCR" 9000 Perkin Hmer 
Cetus . 

Les PCR suivantes sont r£alis6es a partir des fragments d'ADN 
20 amplifies pr^cedemment. 

Les fragments d*ADN amplifies sont ensuite digeres, purifies et lies 
au vecteur pRTT 28. 

SEQJJENCAGE 

25 

Les fragments ainsi clones sont sequences sur un sequenceur 
automatique 373 DNA S6quenceur d' Applied Biosystem. Les reactions de 
sequengage sont realises a i'aide du kit "dye Terminator" selon les 
recommandations du fournisseur (Applied Biosystem) soit sur de l'ADN 
30 double brin obtenu apres amplification genique ou issu de maxiprep soit 
sur de TADN simple brin issu de fragments PCR denatures (Hultman et Col, 
Nucleid acids res. ; 1989, 17 : 4937-4946). 
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EXPRESSION DE IA PROTHNE 

Le g£ne entier de P40 est clone dans Ie vecteur d'expression pVABB. 
Ce vecteur permet d'adjoindre une queue d'affinite "BB" a P40 ; B etant la 
5 partie de la proteine G du streptocoque qui lie la serum albumine (Nygren 
P. A et Col ; Journal mol. Recognit. 1988 ; 1, 69-74). 

Les souches d'Ecoli RV308 transform^es par le vecteur pVABBP40 
sont mises a cultiver une nuit a 37°C sous agitation, dans 100 ml de TSB 
complement^ en extrait de Ievure, en ampicilline (200 ng/ml) en 
10 tetracycline (8 ng/ml) et en tryptophane (100 jig/ml). Le lendemain, une 
culture a DO= 1 pour une longueur d'onde de 580 nm est preparee dans du 
TSB + extraits de levure + ampi + tetra. 

Apres 10 minutes de culture, 1'expression de la prot&ne est induite 
par addition d*IAA k (25 ng/ml) dans le milieu . La culture est 
15 centrifugee k 4*C a 2460 g pendant 10 minutes. 

Le culot est repris par 20ml de TST 1 x pH 7,4, et la solution test alors 
centrifugee k 4°C k 23000 g pendant 30 minutes. 

Le surnageant est passe sur Sepharose ce qui permet d'isoler les 
prot^ines dites solubles. Le culot est lave avec du tampon de lavage puis 
20 centrifuge k 23000 g k 4°C pendant 30 minutes. Le culot renfermant les 
corps d'inclusion est alors repris par 900 \d d'une solution denaturante + 
100 \d de Diothiothreitol lOmM et incube 2 heures a 37 °C. 

La solution est ensuite incubee 1 nuit a temperature ambiante, sous 
agitation,dans 100 ml de tampon de renaturation a 2300 g pendant 1 heure. 
25 Le surnageant est passe sur HSA Sepharose. 

Dans les deux cas les proteines fixees sont eluees avec de Pacide 
acetique 0,5 M pH 2,8 et collectees par fraction de 1 ml. 

Les fractions collectees sont ensuite annalysees sur gel 
d'eiectrophorese en SDS-PAGE et par Immuno blot. 

30 
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RESULTATS 

Le clonage du g6ne a €te effectu6 en trois temps selon la strategic 
5 presentee sur la figure 4. 

Dans un premier temps, nous avons confirm^ la partie de la 
sequence publiee a 1'exception d'un T k la place d'un A en position 103. 

Puis nous avons determine la sequence en 3 ' du gene et enfin celle 

en 5 \ 

10 Le gene entier a ete obtenu par fusion des deux parties 8/4 et 3/14 

puis don6 dans le vecteur pRIT 28. La sequence correspond a SEQJD N° 13. 
La proteine est exprimee sous la forme BBP40. 

Hie est essentiellement obtenue a partir des corps d'inclusion. Pour 
une culture de 200 ml, on purifie une quinzaine de milligrammes de 
15 proteine. 

Le profil eiectrophoretique montre que BBP40, obtenue apres 
denaturation, est d'une grande purete. Le poids moleculaire apparent, 
correspond au poids th^orique calcule qui est de 63 kDa. 

La caracterisation en Immuno blot montre que la proteine purifiSe 
20 est bien reconnue par un serum de lapin anti-P40. 

Exemple 5 : couplage de la proteine p40 au peptide GiA 

p40 (5 mg/ml, 40 mg) est dialysee contre 300 volumes de tampon 
25 phosphate de sodium 0,1 M pH 7, zwittergent 3-14, 0,1%. 

Le dialysat est ajust£ k une concentration de 2 mg/ml k l'aide d'un 
tampon carbonate 0,1 M pH 9 ; zwittergent 3-14, 0,1%. Du sodium dodecyl 
sulfate (SDS) est ajoute pour atteindre une concentration finale de 4%. 

Le peptide Gi (10 mg/10 ml de tampon carbonate 0,1 M pH 9 ; 
30 zwittergent 3-14 0,1 %) est ajoute a la solution de p40. La valeur du pH est 
controlee (comprise entre pH 9 et pH 10). 

Ajouter 220 jil de glutaraldehyde (2,5% dans Teau), agiter 24 heures 

*4°C 
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Ajouter 5 ml de tampon carbonate 0,1 M pH 9 ; zwittergent 3-14 0,1%; 
verifier le pH (compris entre pH 9 et pH 10) ; agiter 72 heures k 4° C. 

Ajouter 220 \d de glutaraldehyde (2,5% dans Peau), verifier le pH, 
agiter 24 heures a + 4° C. 
5 La reaction est stoppee par addition de 100 |aI de lysine 1 M. La 

solution est dialysee 24 heures k 4° C. 

Le SDS est elimine.par double precipitation au KCL 

La solution contenant le conjugue p40 est congelee et utilisee telle 
quelle ou lyophylis^e. 

10 

Exemple 6 : activite 
Materiel et methodes 

15 Les souris C57BI/6 (N=5) sont immunisees a JO, J10, J20 par Voie sous 

cutanee avec 10 |xg de Gl, couple ou non a un porteur, en presence ou non 
d'un adjuvant. Le s6rum est collecte et teste par EUSA. Les Ig anti-Gl ou 
anti-porteur sont isolees sur support BSA-G1 et sur support "porteur" (KLH 
ou TT ou P40). Les Ig sont revetees k Taide d'un conjugue anti-Ig lapin 

20 p^roxydase. La densite optique est lue k 450 nm et le titre en anticorps 
anti-Gl est donne par I'inverse de la derniere dilution donnant deux fois le 
bruit de fond. L^s r&ultats repr&entent la moyenne + ecart-type des titres 
des 5 souris. 

25 RESULTATS 

Induction d'une r6ponse immunitaire contre G1A 

Les souris sont immunisees avec G1A sous differentes formes selon 
30 un schema d'immunisation identique. Les reponses anticorps induites par 
les differentes formes de G1A sont comparees 28 jours apres le debut de 
Pexperience. 
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Le peptide synthdtique G1A administr£ pur n'induit pas de reponse 
immunitaire meme s'il est coadministre avec l'adjuvant de Freund. 
Presente par le porteur KLH, G1A induit une reponse faible qui est 
significativement augmentee par la coadministration de l'adjuvant de 
5 Freund (AF). Presente par p40, G1A induit une reponse sup^rieure k celle 
obtenue dans le schema d'immunisation classique KLH/G1+AF, p40 a des 
proprietes de "self-adjuyant carrier". 

Les r£sultats sont presentes sur la figure 1. 

10 Cin£tique de la reponse immunitaire contre G1A 

Les souris sont immunisees avec G1A sous differentes formes selon 
un schema d'immunisation identique. Les reponses anticorps induites par 
les differentes formes de G1A sont comparees dans le temps : 7, 17, 28, 35, 42 

15 jours apr£s le d6but de Pexperience. 

La reponse anti-GIA est significativement plus elevee et plus rapide 
lorsque les souris sont immunisees avec p40/GlA que les immunisations 
plus classiques TT/G1A et KLH/G1A+AF. Une seule injection de p40/GlA 
permet d'obtenir, en 7 jours, un titre d'anticorps anti-GIA de 1000. Ce titre 

20 est obtenu avec TT/G1A ou KLH/G1A+AF en 28 jours. La reponse maximum 
(titre = 1/380 000), obtenue apres trois injections, en 28 jours, est environ 
30 fois supSrieure k celle obtenue avec KLH/G1A+AF et 70 fois superieure k 
celle obtenue avec TT/G1A. Le titre en anticorps anti-GIA se maintient 
sans faiblir jusqu'au jour 42. 

25 Les r^sultats sont pr6sentes sur la figure 2. 

Cin£tique de la reponse immunitaire contre le porteur 

Les souris sont immunisees avec G1A couple a un porteur selon un 
30 schema d'immunisation identique. Les reponses anticorps induites par 
lesdifferents porteurs sont comparees dans le temps, 7, 17, 28, 35, 42 jours 
apres le debut de Texperience. 
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La reponse anti-p40 (titre voisin du 10 000) est sup^rieure a la 
reponse anti-KLH mais non significativement differente de la reponse 
anti-TT. 

Les resultats sont prdsentds sur la figure 3. 

5 

CONCLUSION 

Le couplage chimique du peptide G1A sur la proteine p40 a permis 
d'induire une reponse anti-GIA significativement plus importante et plus 
10 rapide que celles provoqu6es par les modeles de reference KLH/G1A+AF ou 
TT/G1A. Le couplage du peptide GIB devrait induire des reponses 
similaires. 

Exemple 7 : Evaluation du potentiel protecteur des 

15 peptides et des prolines recombinant's de la 

gIycoprot6ine G du virus respiratoire 
syncytial (VRS) sous- groupe A couples k la 
proteine porteuse p40 

20 Les souris BALB/c ont £te immunisees avec les differentes 

preparations suivantes : 



1) 


peptide de synthese G1A couple a KLH (keyhole limpet hemocyanin) 




- KLH.G1A. 


2) 


peptide de synthese G1A couple a la proline porteuse p40 = p40.GlA. 


3) 


temoin p40 seul. 


4) 


proteine recombinante produite dans E coli : BBG2A6C couptee k la 




proteine porteuse p40 = p40.BBG2A6C 


5) 


peptide de synthese G1A couple k la proteine porteuse toxine 




tetanique (TT) = TT.G1A. 


6) 


temoin TT seul. 


7) 


temoin BB seul. 


8) 


temoin VRS long (sous-groupe A). 
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Les souris ont regu 3 doses intramusculaires (200 jig/souris) avec 
Thydroxyde d'aluminium comme adjuvant (utilisd couramment chez 
rhomme). Les r£sultats des tests de protection ainsi que du profil 
immunologique des serums se trouvent dans le tableau 2. 
5 Les preparations suivantes conferent une protection complete suite 

au challenge avec le VRS Long (Souche A) : p40.GlA, p40.BBG2A6C, par 
rapport a TT.G1A qui confere aussi une tres bonne protection comparable 
au peptide KLH.G1A. En test ELISA, tous reconnaissent l'antigene VRS avec 
un titre le plus fort pour p40.GlA= 1/1 2800. 
10 Qpant au test de neutralisation, aucune des preparations ne possede 

d'activite neutralisante in vitro. 
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Exemple 8 

Evaluation du potentiel protecteur des peptides de la glycoproteine G 
du virus respiratoire syncytial (VRS) sous-groupe A et sous-groupe B 
couples k la KLH. Protection vis-^-vis d'un challenge realist avec les deux 
5 sous-groupes du VRS. 

Les souris BALB/c ont et6 immunisees avec les differentes 
preparations suivantes :. 

1. peptide de synthese CIA couple k la KLH (keyhole limpet 
hemocyanin) = KLH-G1A 
10 Z peptide de synthese GIB couple a la KLH (keyhole limpet 
hemocyanin) = KLH-G1B. Le peptide GIB correspond k la sequence G 
(174-187)6Cys du sous-groupe B dont la sequence est : 

Ser-Ile-Cys-Gly-Asn-Asn-Gln-Leu-Cys-Lys-Ser-Ile-Ser-Lys 
I s-s I 

15 

3. Temoin KLH 

4. Temoin VRS long (sous-groupe A) 

5. Temoin VRS 8/60 (sous-groupe B) 

Les souris ont regu 3 doses intramusculaires (200 jig/souris) avec 
20 Padjuvant de Freund. Les resultats des tests de protection ainsi que du 
profil immunologique des serums se trouvent dans le tableau 3. 

La preparation KLH-G1A permet une protection complete vis-a-vis 
du VRS sous-groupe A mais pas vis-i-vis du VRS sous-groupe B. Par contre, 
la preparation KLH-G1B permet une protection complete vis-a-vis du VRS 
25 sous-groupe B mais pas vis-a-vis du VRS sous-groupe A. Le test ELISA 
reflete la meme situation. 
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Exemple 9: Application veterinaire 

Evaluation du potentiel protecteur de peptide GlvAC derive de la 
proline G de la souche bovine du Virus Respiratoire Syncytial (VRS) 
5 Lerch et al. 1990, J. Virol. 64:5559 couple k la proteine porteuse KLH. 

174 187 

Ser Thr Cys Glu Gly Asn Leu Ala Cys Leu Ser Leu Ser His 

presentant un pont disulfure en position 176-182, 
10 Le peptide prepare par synthese en phase solide en utilisant la 

chimie Boc est couple au KLH en utilisant la glutaraldfihyde (Schaaper et 

al. MpL Immunol. (1989) 26: 81-85). 

Deux veaux ont ete immunises par voie intramusculaire avec 500 \ig 

de GlvAC-KLH avec de l'adjuvant incomplet de Freund 3 fois k intervalle de 
15 3 semaines. Un veau a ete immunise avec KLH sans peptide G1VAQ avec un 

adjuvant incomplet de Freund. x 

Les animaux sont challenges avec la souche Snook, 21 jours apres la 

derniere inoculation, par voie intranasale et intratrach^ale avec chacune 

lml de virus titrant a 2x105 /ml. 
20 Le virus titre sur cellules de reins de veau selon la methode des 

plaques est determine dans les lavages nasopharyngeal respectivement 3 

et 2 jours aprds le challenge et 7 jours dans les poumons des animaux 

sacriftes. 

25 
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reponse en anticorps circulants : 

Veau 3432 (KLH + FIA): 



5 


Date 


Traitement 


Titre IorIO ELISA 


Peptide + KLH 


Peptide 


KLH 


BRSV (Snook) 




23/11 


JO vaccination 


<1.0 


<1.0 


<1.0 


<1.5 




14/12 


J21 Vaccination 


<1.0 


<1.0 


3.0 


<1.5 




04/01 


J42 vaccination 


<1.0 


<1.0 


4.7 


<1.5 


10 


01/02 


J70VRSIN/IT 


<1.0 


<1.0 


5.7 


<1.5 




08/02 


J77 sacrifice 


1.5 


<1.0 


4.8 


<1.5 



Veau 3440 (Peptide - KLH + FIA) 



15 


Date 


Traitement 


Titre lozlO ELISA 


Peptide + KLH 


Peptide 


KLH 


BRSV (Snook) 




23/11 


JO vaccination 


<1.0 


<1.0 


<1.0 


<1.5 




14/12 


J21 Vaccination 


1.6 


<1.0 


<1.0 


<1.5 


20 


04/01 


J42 vaccination 


3.8 


2.6 


1.7 


1.9 


01/02 


J70VRS1N/IT 


2.7 


2.8 


2.6 


3.7 




08/02 


J77 sacrifice 


4.1 


2.6 


1.7 


3.1 



Veaux auxquels a 6t6 administre" 500 ug GlvAC - KLHen adjuvant incomplet de Freund a trois 
occasions a 3 semaines d'intervalles. 

25 

reponse au challenge du virus 



30 



Veaux 


Vaccination 


Relargage 
nasopharyngeal 


J7 Virus du poumon 


% pneumoniae 






No jours 


Titre max. 


Titre LBA 
(piu/ml) 


Poumon 
Ho mop;. 


3432 


KLH + FIA 


3 


5.1 x 10 3 


1.4 x 10 2 


3/3 


12 


3440 


Peptide - 
KLH + FIA 


2 


5.5 x 10 2 


<0.7 


0/3 


<1 



35 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 95/27787 



PCT/FR95/00444 



34 



REPONSE EN ANTTCORPS ORCULANTS 



5 







Titre W10 ELISA (BRSV Snook) 


Veaux 


Vaccination 


10 


J 24 


J42 


J68 


J7S 


4138 


KLH + FIA 


<1.5 


<1.5 


<1.5 


<1.5 


2.4 


4140 


* Peptide -KLH 
+ FIA 


<L5 


<1.5 


3.0 


2.5 =r 


2.9 



10 * Veau auquel a ete administre 500 ug de BP 4006 - KLH en adjuvant incomplet de 
trois occasions a trois semaines d'intervalle. 



REPONSE AU CHALLENGE DU VIRUS 



15 


Veaux 


Vaccination 


Relargage 
nasopharyngeal 


J7 Virus du poumon 


% pneumoniae 








No jours 


Titre max. 


Titre LBA 
(Pfu/ml) 


Poumon 
Homog. 






4138 


KLH + FIA 


5 


4x10* 


6.5 x 10 2 


2/3 


27 


20 


4140 


Peptide - 
KLH + FIA 


4 


2X10 3 


7.0 xlO 1 


3/3 


2 



25 



30 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATIONS GENERATES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: PIERRE FAB RE MEDICAMENT 

(B) ROE: 17, AVENUE JEAN MOULIN 

(C) VILLE: CASTRES 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 81106 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: ELEMENT D* IMMUNOGENE, AGENT IMMUNOGENE, 
COMPOSITION PHARMACEUTIQUE ET PROCEDE DE PREPARATION. 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 75 

(iv) FORME DECH I FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D» EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 



(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE : 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 94 04009 

(B) DATE DE DEPOT: 06-AVRIL-1994 



TlifurnHtricn pour la SBQ 2D NO : 1 G2& 



TYPE IE SEQCQCE : aritjps anines et HLcLectides 

UN3JSJR EE IA RFgFNCE : 101 arnrire amines, 303 nixleoticfes 

N3VBRE IB BRINS : sinpLe 

CCNFlGCRKnEN : lineaire 



TYEE EE MXHULE : proteins 
130 

N - Thr yjSal Lys Thr lys Asa Ihr 
5* - ACT GIG AAA ACT AAA ARC AX 
150 

Gin Arg Gin Asa lys Pro Pro Asa 

CPG OGT C3G ARC AAA 033 COG ARC 

171 173 176 

\&1 Pro cys Ser He Cys Ser Asa 

GIG CCE TGC PGC AIC TEC AQC ARC 

192 

lys lys Pro GLy Lys lys Thr Thr 
AAA AAA CTO G3C AAA AAA PCC AX 
213 

Lys Asp His lys Pro Gin Ihr Thr 
AAA OCT COT AAA CDG CRG AX AX 



Thr Thr Thr Gin Thr Gin Pro Ser Lys Pro Thr Thr lys 
AOS AOC AX CSG AX GG QDG AGC AAA CCS AOC XJZ AAA 

Lys Pro Asn Asa Asp Jte His Ihe GLuAfel Ite Asa Ete 
AAA CDS ARC ARC QtT TIC OCT TTC GBA GIG TTC AAC TUC 

182 1B6 
Asa Pro Thr Cys Tip Ala lie Cys Lys Arg He Pro Asa 
ARC COS ACC TGC TOG GOB ACIC TGC AAA GGT KTC OX AAT 

Thr Lys Pro Thr L#s Lys Pro Thr Ihe Lys Thr Thr Lys 
ACC AAA COG AX AAA AAA OCE AX TTC AAA AGC PGC AAA 

230 

Lys Pro lys GLu Val Pro Thr Thr lys Pro - C 
AAA CCG AAA (3*A GIG Q33 AX ACC AAA COS - 3' 
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IWfrmTHHcn pour la SEQ ID NO ; 2 G2B 

THEE EE SEQQENCE : acirles anines et nicleotidas 

IOOTBCR EE IA r-frUhNLK : 101 amripf; amines, 303 nHor Hrbg 

NCNERE EE ER3NS : simple 

OCNFDQDRPCnCN : limvire 

TOE EE MTJTnTF, : proteins 



130 




N - Thr 


Ala 


5'- ADC 


GCG 


150 




Ser Arg 


Ser 


AQC CET 


A3C 


171 


173 


V&l Pro 


cys 


GIG aoc 


TGC! 


132 




Asn lys 


Pro 


AJCAAA 


O03 


213 




I#s Arg 


Asp 


AAA CGT 





17S 1B2 186 



230 



"n i T i i i ii mI Log pour la SEQ 3D NO : 3 G2A5tys 

TOE IE : acntfes amines et xir&eotides 

TfWTHR EE IA ffl^ENCB : 101 addes amines, 303 nucleotides 

NCM3RE EE ERTNS : simple 

OZMTOGCRKTICN : lineoire 



TOE EE MTFTTTLE : pxotedne 



N - 
5'- 



130 

Thr ^fcl Lys Thr Lys Asi Thr Thr Thr Thr Gin Thr Gin Pro Ser lys Pro Thr Thr lys 
AOC GIG AAA AX AAA AAC AGC AOS ACC AGC OG AOC QG GOG K3C AAA O0G MS MC AAA 
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150 

Gin Arg Gin Asn Iys Pro Pro Asn Lys Pro Asa Asn Asp ihe His Ite GLu Vkl Ete Asn Ihe 

OG OGT Cffi ABC AAA 033 GG5 ABC AAA CTJ3 ABC ABC Off TIC COT TIC O&AGSG TIC JVC TIC 

171 173 176 182 186 

\£a Pro Ser Ser lie Cys Ser Asn Asn ProlhrCysTcpAlarijeSerlys Arg He Pro Asn 

GIG GCG PGC X3C £IC TQC AGC ABC ABC CDS ACC TGC TQ3 GCG KEC AGC AAA03T XEC CCD AAC 

132 

Iys Iys Pro GLy I#s Iys Thr Thr Thr lys Pro Thr Lys Lys Pro Thr Ete lys Thr Thr lys 
AAA AAA. 033 G9C AAA AAA ACC AGS ACC AAA COS ACC AAA. AAA. CCG ACC TTC AAA. MC ACC AAA 
233 230 
lys Asp His lys Pro Gin Thr Thr lys Pro Lys GLu V&l Pro Thr Thr lys Pro - C 
AAAGKT OCT AAA CCD CSG ACC ACC AAA GCG AAA OA GIG (TJG 7£E J£C AAA CDS - 3' 



Ihfaanatian pour la SEQ ID MO : 4 GZBScVs 

TSE EE SEQUENCE : aH^g aranes et rirOjebtides 

IQHECR EE IA SHJHNCE : 101 aribdes amines, 303 rarOsotLdtes 

N>HE EE ER3N5 : sdnple 

OO^iUJKKftiiLN : Imeaire 



TYFE EE MTFTTITK : proteore 



130 




N - Thr 


Ala 


5»- ACC 


033 


150 




Ser Arg 


Ser 


agc asr 


PGC 


171 


173 


Val Pro 


Ser 


GIG CDC 


A3C 


192 




Asn Lys 


Pro 


A?C AAA 


033 


213 




Lys Arg 


Asp 


AAA CGT 


Off 



176 1B2 186 



230 
•Asn - C 
' ABC - 3* 
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Thf i itmh I i on pour la SEQ ID NO ; 5 GUtys 

TXEE EE hNLK : arridps amines et nucleotides 
KNXBUR IE IA SBQCECE : 14 arridps amines, 42 nucleotides 
NMKE EE EREE : sdnple 
OCNtjuuuaOTKN : lineaire 

1YEE EE MXHHLE : j i ^Mrip , 

174 176 182 186 187 

N - Ser He Cys Ser Asa Asn Ito Thr cys Ttp Ala He Lys - C 
5 1 - PGC fflC TCC AGC ARC ARC CCD AOC TCK TGG QOS 7!CIC AAA. - 3' 



J jifi i rnHHrn pour la SEQ 3D MO s 6 GLBCys 

TtTE EE SBJEsCE : art dps amines et nucleotides 
TfraTFTR EE IA SB^CENCE : 14 amines, 42 nuclectddes 

NMRE IE HONS : simple 
OCNF133J??a3EN : lineaire 

TYPE EE M1HHE : p^ r . id P 

174 176 182 186 187 

N - Ser He Cys GLy Asn Asn GLn Leu Cys Iys Ser He Cys Lys - C 
5'- KC AIC ICC GX ARC ARC OC CIG 1GC AAA AX! TQX2 TEC AAA - 3' 

JhfrmmHrn pour la SEP ID NO ; 7 G1A 

THE EE ftHjlRTSJua : acides amines et rixiectides 
LCNGXJEER EE IA SBQLfeNLE : 14 acides amines, 42 nucleotides 
NCM3RE EE ERE© : sinple 
O^FIGLR?ynrN : lineaire 

TYPE EE MXEIIXE : peptide 
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174 176 1B2 186 187 

N - Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Tip Ala He Ser Iys - C 



3ta£coaatim pour la SEQ 3D NO : 8 GIB 

TYPE IE SEQUENCE : acddes amines et rax^Leotddes 
ICNGQEZJR EE LA sfrQ^NLK : 14 acirips amines, 42 ririeatides 
NMRE EE HONS : srinple 
OCNFEGLEKnnsr : lineaire 

T¥FE EE MT7TTTR : j^ i l i rfe 

174 176 182 186 187 

N - Ser He Cys GLy Asn Asa Gin Lea Cys Lys Ser He Ser l#s - C 
5'- A3£ AIC TQC GCC AAC AAC CPG CSG U3C AAA AGC AIC AGC AAA. - 3' 



J nfanintirn pour la SEQ ID NO : 9 GL'A 

T£EE EE SEQUENCE : aririps amines 
KNXBLR EE LA nmuh-nuk : 14 acides annates 
NCMERE EE WJXS : sinple 
QCXib'iUURKEini : linsaixe 

TYEE EE MXECdLE : irip 



174 176 182 186 187 

N - Ser He Asp Ser Asn Asn Pco Thr Qm Tcp Ala He Cys Lys - C 
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Tiifin i i Hl.i cn pour la SEQ ID NO : 10 GL'B 

TYEE IE .^m rrgm : arnrips amines 
KN3UEDR EE IA JS-URsLK : 14 anirto anines 
NMRE EE HONS : sdnpLe 
CCNFOZISKOCN : llTTPRTTS 

TOE EE MTHTTTK : pepHrip 

174 176 182 186 1B7 

N - Ser He Asp Gly Asn Asn Gin leu Qm lys Ser He lys - C 

ItifnrrmHcn pour la SEQ 3D NO : 11 Gl'ASC 

TYEE IE SB3CEsCE : aHrfes anndres 
KN3CECR EE IA Km>NLM : 14 a^Hw anrines 
NOTE EE BRBB : sanpGbe 
QCMFTGLRKnOCN : lineaiie 

TYPE EE MXBOQLE : pppHr** 

174 176 182 186 187 

N - Ser He Asp Ser Aai Asn Pro Thr Qm Trp Ala He Ser Lys - C 

•fiif i mi hI L og pour la SSQ ID NO : 12 GL'BSC 

TYEE EE SEQUENCE : arirtes amines 
KN33EER EE IA SEQCENCE : 14 artrlpq amines 
lOTO IE BKttB : sanpObe 
CXXOGLRKTICN : lineaice 

TYEE EE MTRTTTR : £ ) pp Hr fr 



174 176 182 186 187 

N - Ser He Asp Gly Asn Asn Gin Leu Qm lys Ser He Ser Tj/s 
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Ti\U iniHticn pour la SEQ 3D NO : 13 £40 

TYEE IE ^a-UfrM-^ : aniriRft amines et i 
IOCLEDR EE IAS3QCENCE : 335 acides 
NMRE IB HONS : sinple 
Cn^FTODRKEIEN : lineaire 

TYEE EE M1EHE : proteine 



aranes, 1005 nrip^iHse 



E40 = N -Ala Pro Iys Asp Asn Ihr Tip Tyr Ala GLy Gay Iys Iau GLy Tip Ser 
OCT QCB AAA GKT ABC AT TGS TOT GCA GGT G3T AAA CHS GET TGS ICC 

17 

On iyr His Asp Thr GLy Ite iyr GLy Asn GLy Ebe Gin Asn Asn Asn GLy Pro 
OG THT GC CfflC ACC Q3T TTC TEC GGT ARC GGT TIC GG AAC A?C WC Q3T 033 
35 

Thr Arg Aai Asp Gin leu GLy Ala GLy Ala Ite GLy GLy Tyr Gin Val tei Pro 

Ml csr aac get og err osr gct get gx tic qst qst uc og get a?c ens 

53 

Tyr l^u GLy Ehe Gin Mst GLy iyr Asp Tip Leu GLy Arg Met Ala Tyr lys GLy 
TAC CIC GGT TEC ©A ADS GST TAT GC TX CIG OX GGT AIG G3V TAT AAA OX 
71 

Ser \fcd Asp Asn GLy Ala Ihs Iys Ala Gin GLy Val Gin Leu Thr Ala I#s Leu 
AX GIT GC ABC G3T GCT TTC AAA GCT OG GX GTT OG C3G AX GCT AAA CDS 
89 

GLy Tyr Pro He Thr Asp Asp Lea Asp He Tyr Thr Arg Leu GLy GLy M*t Val 
G3T TAC OQS AEC ACT QC GKT C3G GEC ACC TEC ACC QST CIG QX GX ACD3 GTT 
107 

Tip Arg Ala Asp Ser I#s GLy Asn Tyr Ala Ser Thr GLy Val Ser Arg Ser Gin 
TGS CDC OCT GC TOC AAA QX AAC TEC GCT TCT AX GX GTT TOC 0ST JGC GAA 
125 

His Asp Thr GLy Val Ser Pro \&1 Ite Ala GLy GLy Val Ghi Tip Ala Val Thr 
GC GAC ACT QX GIT TX OCAGIATTT OCT GX QX GIA GRG TQS GCT GTT JCT 
143 

Arg Asp lie Ala Thr Arg Leu GLu Tyr Gin Tip Val Asn Asa He GLy Asp Ala 
GGT GC ATC OCT ACC GGT CIG GPA TEC OG TGG GET AAC ARC ACTC GX GFC QCG 



161 

GLy Thr Val GLy Thr Arg Pro Asp Asa GLy Met leu Ser Leu GLy Val Ser Tyr 
GX ACT GIG GGT ACC GGT OCT GO* AAC QX AdG CDS AQC CK3 GX GET TOC TEC 
179 

Arg Ihe GLy Gin GLu Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala 
OX TTC QST OG GAOT GCT GCA COS GIT GTT OCT COG GCT GOG GCT OQG GCT 
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197 

Pro GLu \fal Ala Thr Iys His Ete Thr l£u Iys Ser Asp \fol leu Ite Asn He 
GDGGftAGIG GCT AOC ARG GC TIC AOC C3G ARG TCT GRC GTT CK3 TIC HC TIC 
215 

Asa lys Ala Thr leu lys Pro Gin GLy On Gin Ala leu Asp Gin Lai iyr Thr 
JVC JtfA GCT ACC CIG AAA OB Oft. GST OG OG OCT CIG GKF CfG CBS TTC ZCT 
233 

Gin Leu Ser Asn M2t Asp Pro lys Asp Gly Ser Ala V&l Val Leu GLy Tyr Thr 
ORG CDS AGC ARC A3G GOT OCG AAA GRC G3T IDC GCT GIT GTT CIG 032 TIC ACE 
251 

Asp Arg He GLy Ser Gin Ala iyr Asn Gin Gin Leu Ser GLu Iys Arg Ala Gin 
C3C 03CmC G3T ICC GAA GCT TAC ARC OG OG CIG TCT <3G AAA OST GCT OG 
269 

Ser Val \fel Asp iyr leu ^1 Ala lys GLy He Pro Ala GLy lys He Ser Ala 
TOC GTT GTT GBC TEC CIG GTT GCT AAA Q9C AIC GDG GCT (33C AAA MC TCC GOT 
287 

Arg GLy Met GLy GLu Ser Asn Pro Val Thr GLy Asn Thr Cys Asp Asn Val Iys 
CGC G3C A£IG G3T GRA TOC ARC 033 GTT ACT GGC ARC ACE TGT OG ARC GIG AAA 
305 

Ala Arg Ala Ala Tfii He Asp Cys Leu Ala Rao Asp Arg Arg Val GLu He Ghi 

OCT 09C GCT GX CIG fflCOCTTG^ CIG GCT O0G GMT CGT GGT GDV GRG AIC CTA 

323 335 

\fel Iys GLy iyr Iys GLu Val Val Ihr Gin Pro Ala GLy TER - C 

GTT AAA G3C TAC AAA Q*A GIT G3A ACT OG GCG GCE G3T TAA - 3' 



IntbrnBtdcn pour la SBQ ID NO : 14 G2A&F 



TOE EE SEQUENCE : acirfes amines et nucleotides 

LCNoLELR EE LA .SHJHvLK : 101 arrirtaB amines, 303 rBmigr eiHpc- 

NCM33E EE ERne : sdnple 

f t nw'H'-ittoi'k tsj : lineairB 



TOE EE MXEEULE : protedne 
130 

N - Thr Val lys Thr lys Asn Thr Thr Ihr Ihr Gin Thr Gin Pro Ser lys Pro Thr Thr I#s 
5'- AOC GIG AAA ACC AAA ARC ROC AOS AOC ACC OG AQC OG GCG AGC AAA 033 AOC ACC AAA 
150 1£3 165 168 170 

Gin Arg Gin Asa V/s Pro Pro Asn Lys Pro Asn Asn Asp Ser His Ser GLu Val Ser Asn Ser 
OG CGT OG ARC AAA COG GCG ARC AAA OG5 ARC ARC GOT HOC Off TCC GAAG3G TOC A?C HOC 
171 173 176 182 186 

\&L Pro Ser Ser He cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Ser tys Arg He Pro Asn 
GIG OCG ICC AGC OTC TOC AQC ARC ARC GOG AOC TOC TG3 GCG KDC AGC AAA CGT ACEC CCG ARC 
132 

Jjys Jj/s Pro GLy I#s lys Thr Thr Thr lys Pro Thr Iys I#s Pro Thr Ite lys Thr Thr Lys 
AAA" AAA 033 GGC AAA AAA ACC ADG ACC AAA GCE XE AAAAAA CEG AX! TTC AAA J£C 7GC AAA 
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213 230 
Iys Asp His Iys Pro On Thr Thr I#s Pro Iys GluAfal ProThr Thr lys Pro - C 
AAA CKT OCT AAA. (XG CEG AGC ACC AAA. 03G AAA (?\A GIG COS AGC KX1 AAA CCG - 3» 

Infannatim pour la SEQ ID NO : 15 G4A. 

THE IE SBQOENCE : arirtps amines et nucL&tidss 
IOUBCR EE IA SEQGENCE : 17 aririps enures, 42 TimiftrH^pg 
H>H3E EE IKttE : sinple 
CQflFJGLKKEICN : lineaire 

EE MTRTff: : pqptldp 

171 173 176 182 IBS 1S7 

N - Vial Pro Cys Ser He Ser Asn Asn Pro Tftr Cys Trp Ala He C^s lys - C 
5*- GIG OCB TEC AGC AIC T3C AGC ABC AAC 005 ACE TGC TGG 033 JHC TGC AAA - 3* 

mfuiiiHt ijcn pour la SEQ ID NO : 16 GttSC 

TXEE EE SEQUENCE : acides amines et iixiLeoticfes 
lOSCUBUR IE IA SEQUENCE : 17 aHrfag amines, 42 nxieoticfes 
NQGEE EE HONS : sdnpLe 
CQ^b iiiPKEKN ; lineaiie 

TYPE IE MXK3XE : p^l . iri p 



N - 
5»- 



171 173 176 1S2 186 187 

Pro Ser Ser lie Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Tcp Ala He Ser I#s - C 
GIG 033 AGC AGC JSC TCC AGC AAC AAC OCG ACC 3QC TDQG G33 ACIC AGC AAA - 3* 



WO 95/27787 



PCT7FR95/00444 



44 



Tiif i u l i bit icn pour la SEQ 3D MO : 17 G4B 

TYPE IE SEQUENCE : arririps amines et nuoleoticfes 
IOOTDR IE IA SEQDENCE : 17 acidss amines, 42 nrflectirfrs 
MMRE EE HONS : sinple 
ULMb ic-iTgynrN : lineaire 

TYEE EE MTHTffK : peptixfe 

171 173 176 182 186 187 

N-ValProCysSerlleCys GQy Asn Asn Gin Leu Cys lys Ser lie Cys Lys - C 
5' -GIG GOC TGC ICC ISC TQC G3C AAC AAC CSG QG AAA AGCAC1C TGC AAA - 3 1 

TnfrinmHm pour la SBQ ID NO : 18 GfflSc 

TYPE IE .SRJJbNLK : an' den amines et nLcQjebtides 
IQGOBCR IE IA SB3CENCE : 17 acides amines, 42 nxOeoticfes 
*OERE EE HONS : sdnpLe 
(JUt&TGURKEECN : lineaire 

TYEE EE MXHXXE : r p T* HHp> 

171 173 176 182 186 187 

N - \&1 Pro Ser Ser He Cys GLy Asn Asn Gin Lea Cys Iys Ser He Ser Iys - C 
5' -GIG OOC PCC TGC KTC TG^ G3T AfiC AAC OG CIG TJ32 AAA AGC AIC IGC AAA - 3' 

ThfinrrmHoa pour la SEQ ID NO ; 13 Gft*A 

TYEE EE SBJ3EXCE : arririps amines 
IflSGJELR EE IA SEQUENCE : 17 aH rips armnes 
lOERE EE ER3N5 : siirpLe 
CCNFIQCKfflTCN : lineaire 

TYEE EE fCLEBXE : peptide 

171 173 176 182 186 187 

N - Val Pco Asp Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Qm Trp ALa He Qm I#s - C 



WO 95/27787 



PCT/FR95/00444 

45 



TnfrrmmHcn pour la SEQ 3D NO : 20 Gi'ASc 

TYPE IE SBQCENCE : arrirlps amines 
KN3CEER EE IA SCIENCE : 17 arHHpg amines 
NMRE EE ER3N5 : sinple 
CQQFEGCPKTKN : lineaire 

TYPE EE MXBQCEE : pqpTirfr 

171 173 176 1B2 186 187 

N - VSL Pro Ser Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Qm lip Ala He Ser I#s - c 

IhfhnmHcn pour la SBQ ID NO ; 21 G4'B 

TYPE EE .SKJ-feNLK : acddes amines 
1CN3DBCR IE IA SKUrNLE : 17 acLto amines 
KMEBE EE HONS : sinple 
GUJFVnVPCTKN : lineauce 

1YEE EE MTTFmTK : pgrr-iffr 

171 173 176 182 186 187 

N-AfeLLProAspSerlLeAsp GLy Asn Asn Gin Lea Qm lys Ser lie Gm Iys - C 

TnfnrrmHca pour la SEQ 3D NO : 22 Qi'BfiC 

3YEE EE SE3CENCE : acides amines 
IQUHR EE IA • t H.i *»m v : 17 ^Hf^ amines 
NCM3RE IE HOTE : sinple 
: lineaire 

TYPE EE MIHXBJB : peptide 



N - 



171 173 176 182 186 187 

\fel Pro Ser Ser He Asp C3.y Asn Asn Gin Lea Qm I#s Ser He Ser lys - 



C 
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Hi fi ff i iH t iffi i pour la SEQ ID NO : 23 G20QA. 

TYEE EE .*^U>NLK : amrips smines et ixxiLeotidss 
TfNTTTR EE LA SEQUENCE : 61 arrives amines, 183 ; 
NCNEHE IE HONS : sdnpLe 
CQOTGGRKOCK : lineaire 



TYEE IE MXEOJLE : prcteine 
140 

N - Gin Thr Gin Pro Series Pro Thr Thr lys Gin Arg Gin Asn lys Pro Pro Asn 
5'- <3G AX OG CTJG AGC AAA CTG PCC PCC AAA CSG CGT OG AAC AAA 033 CCG A?C 
158 173 176 

lys Pro Asn Asn Asp lbs His Ete GLu \fcil Itoe Asn Ete \6lL Pro cys Ser He Cys 
AAA Q3G AAC AAC (XT TIC CHT TIC OVA GIG TIC AAC TIC GIG CCG TQC AQC PSEC TQ3 
177 182 186 

Ser Asa Asn Pro Thr Q/s Tip Ala He Cys lys Arg He Pro Asn lys lys Pro GLy 
AGC AAC AAC GOG PCC T33C TGS GCB AIC TG3 AAA CGT AIC 033 ATC AAA AAA CDS G3C 
196 200 
lys lys Thr Thr Thr - C 
AAA AAA ACC PCS PCC - 3* 



Tnft n nHtri ai pour la SEQ ID NO : 24 GL98A 

TYEE EE SEQUENCE : arifips amines et nrflecfcides 
TfWTH'.R EE IA : 59 aririps amines, 177 rixOfictides 

KMRB IE HONS : sdirple 
(XNFTGGRKnCN : lineaire 



TYEE EE MXEOJLE : proteins 
140 

N - Gin Thr Gin Pro Ser Lys Pro Thr Thr Lys Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn 
5'- CTG PCX! CFG CCG PCC AAA CCG AX PCC AAA CBG QST CTG AAC AAA 033 CDG PPC 
158 173 176 

Lys Pro Asn Asn Asp Ehe His Ehe GLu \fel Ebe Asn Etae Pro cys Ser He cys 
AAA COG AAC AAC OCT TIC CKT TTC C&A GIG TIC AAC TTC GIG 035 TGC AX AIC TGC 
177 182 186 

Ser Asn Asn Pro Thr cys Ttp Ala He cys Lys Arg He Pro Asn Lys Lys Pro GLy 
PEC PPC AAC 033 PCC TQC TGS G03 AIC TGC AAA Q3T AIC CDS AAA AAA 0CG GGC 
196 198 

lys lys Thr - C 

AAA AAA PCC - 3' 
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TYifinnmHcp pour la SEQ ID NO ; 25 mofi\ 



TXEE EE SEQCECE : aridps amues et nucieatidss 
IOWHR EE IA fiRJMCK : 57 addes anines, 171 nucleotides 
lOCBEEE HONS : sdnpile 
GCNFKXRffnCN : lineaire 



EE MTFTTTF : proteine 
140 

N - Gin Thr Gin Pro Ser I#s Pro Thr Thr lys Gin Arg Gin Asn Iys Pro Pro I^i 
5'- CPG AX C7G CEG AX AAA OCG AX AX AAA C7G QGT CEG AAC AAA CEG OCG AAC 
158 173 176 

Iys Pro Asn Asn Asp Ebe His Ebe Glu^ Ebe Asn Ete \&1 Pro Cys Ser lie Cys 
AAA OCG AAC ABC OCT TIC COT TTC GAA GIG HC ARC TIC GIG OOG TOO PGC AIC HOC 
177 182 186 

Ser Asa Asa ProThrCysTrpAlalleCVsLys Arg He Pro Asn I#s lys Pro GLy 
AX AAC AAC OCG AX TGC TG3 GOG fflC TOO AAA GGT AEC O0S ABC AAA AAA OOG G3Z 
196 

Iys - C 
AAA - 3 1 



Infeamatian pair la ffiQ 2D NO : 26 G194A 

TXEE EE SBQDEMD : art dps amines et nucleotides 
TfTTTFTR EE IA KKJIHOi : 55 acides aranes, 165 rayia-*--irfeg 
1CMBRE EE BROS : sinple 
GCtOQCKKnEN : liniaixe 



TYEE EE MXEOIE : proteine 
140 

N - Gin Thr G3n Pro Ser Iys Pro Ihr Ihr lys Gin Arg Gin Asn I#s Pro Pro Asn 
5'- CSG AX CSG OOG AX AAA 003 AX ACE AAA OG G3T CTG A?C AAA 003 003 AAC 
158 173 176 

Iys Pro Asn Asn Asp Ebe His Ebe Gin Val Ebe Asn Ibe Val Pro Cys Ser He C^s 
AAA OCG AAC AAC QtT TIC COT TIC GAA GIG T3C AAC TIC GIG ODG TGC AX fflC TQC 
177 182 186 194 

Ser Asn Asn Pro Ihr C^s Tro Ala He Cys I#s Arg lie Pro Asnlys tys Pro - C 
AX AAC AAC ODG ACC TQC T33 GOG JSIC TOO AAA OGT OTC OCG A?C AAA AAA COG - 3' 
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Tnfnnivil ion pour la ffl3 3D NO ; 27 GL92A 



TYEE IE SSJENCE : arirfrs amines et luclecstides 
IEN3GBCR IE IA SEQUENCE : 52 *HHpg amines, 156 raxieoticfes 
NCMEKE IE H?UB : sdnple 
CENnDURTCTEN : linearis 



TYEE IE MXBCUJE : protedne 
140 

N - Gin The Gin Pro Ser Iys ProThr Thr Iys Gin Arg Gin Asn Iys Pro Pro Asn 
5'- CAG ACC CSG OGG AGC AAA GOG AOC AX AAA. C7G OGT CAG MC AAA OOG 003 A?C 
158 173 176 

I#s Pro Asn Asn Asp Ibe His Ite GluT&l IteAsnlte^lProCVsSerlleCys 
AAA GOG ARC AAC GHT TIC CM* TIC GBA GIG TIC AAC TIC GIG 033 "IO: H32 KUC TGC 
177 182 1B6 192 

Ser Asa Asn Pro Thr Cys Tip Ala lie C^s I#s Arg He Pro Asn lys - C 
AGO AACAAC CDS AGO TGC TOG GOG AOOC TOO AAA QST AEC GOG AAC AAA - 3' 



T1i[hihhL i cq pour la SBQ ID MO : 28 G6A 



TYPE EE .SFgyNCE : arnfips amines et nucleaticfes 
TfTTTWR IE IA SEQUENCE : 51 arifles anises, 153 tiyr lfirHrfeg 
NME EE H*E>E : sdnple 
CTNFEGCRKIICN : lineaire 



TXEE EE MTHTTirp. ; protedne 
140 

N - Gin Thr Gin Pro Ser Lys Pro Ihr Thr tys Gin Arg Gin Asn Iys Pro Pro Asn 
5'- CSG AOC CPG OOG AGC AAA CEG AOC AQC AAA Q3T CK3 AAC AAA OCG GOG AAC 
158 173 176 

Iys Pco Asn Asn Asp Ite His Hie GbuTfel Hie Asnlte\fel Pro cys Ser lie cys 
AAA GOG AAC AAC G£T TIC CKT TIC GWV GIG TIC AAC TIC GIG OCG TGC AGC AIC TGC 
177 182 186 190 

Ser Asn Asn Pro Thr Qs Tip Ala IleCysI^sArgtlePro-C 
AGO AAC AAC OOG ACC TQC TG3 GOG AEC TGC AAA GGT fflC COG - 3 1 



WO 95/27787 



PCT/FR95/00444 



49 



ThfinmiRHca pour la SEQ 3D NO : 29 G7A 

1YEE EE xnj MMm : artrips amines et rixiLeotides 

IE IA SEQMEE : 33 acddes amines, 99 ludLoctid^ 
lOCRB IE BRIMS : staple 
OCNFTOURPfTTCN : lineaixe 

TYEE IE mthttttr : proteone 



158 173 
N - Iys Pro Asn Asn Asp Ite His Ete Gin Ete Asa Ite \ial Pro Cys Ser He 
5'- AAA. OOG ARC AAC CT£F TIC COT TIC <3*A GIG TTC AAC TIC GIG CDS TQC K3C AOC 
176 1B2 186 190 

Cys Ser Asn Asn Pro Ohr Cys Trp Ala He Cys Iys Arg lie Pro - C 
TOC AGC AAC ABC CTG ACC TOC TOG GOG ATC TQZ AAA CGT AOC CDS - 3' 



TnfnrnnHon pour la SEQ 3D NO : 30 (SOQASC 

TXEE EE SEQUENCE : ar^Hpg amines et nrAebtddes 

ICN3DE0R EE IA KKJH&U : 61 arHrfc** amines, 183 njcLeotddes 

mtttE EE EKJfB : sinpile 

0CNF1GU9CI3EN : lineaire 

TYEE IE MTHTTTE : proteine 

140 

N - Gin Thr Gin Pro Ser Iys Pro Thr Thr Iys Gin Arg Gin Asn tys Pro Pro Am 
5'- CTG ACC CTG O0G AG? AAA COG AQC AGC AAA CTG CGT CTG A7C AAAGGS GCB WC 
158 173 176 

lys Pro Asn Asn Asp Ete His Ete Ghi Val Ete Asn Ete \&L Pro Ser Ser He C^s 
AAA GDG AAC AAC GKT TIC OCT TTC GVA GIG TIC ABC TIC GIG Q05 AGC AGC AIC TGC 
177 182 186 

Ser Asn Asn Pro Thr C^s Trp Ala He Ser I#s Arg He Pro Asn Iys Iys Pro GLy 
AGC AAC AAC 033 ACC TGC TG3 GTJG ffiC AGC AAA 05T AGC CCG PfC AAA AAA COS G3C 
196 200 
I#s Ij/s Thr Thr Thr - C 
AAA AAA AGC AOS ACC - 3* 
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TtifnnmHrn poor la SEQ ID NO : 31 GL98&SC 



TYEE IB ^M^frJLK : arrifies anines efc lUcLiotides 
UKXBUR IE IA SEQUENCE : 59 adbdes anines, 177 nucleotides 
lOeE EE : sdirple 

COslFJJJJkftEKN : lineaire 



TYPE IE MXBGCIE : proteins 



140 

N - Gin Ihr Gin Pro Ser Iys Pro Ihr Ihr lys Gin Arg Gin Asa l#s Pro Pro Asn 
5 1 - OG ACC CEG OQG AGC AAA GCG ACC ACC AAA <JG GGT CEG AAC AAA. 035 CTE A?C 
15B 173 176 

lys Pro Asn Asn Asp Ihe His Hie Gin Val Ehe Asn Ete \al Pro Ser Ser He Cys 
AAA. <XG AAC AAC OCT TIC OO* TIC (3*A GIG TIC AAC TIC GIG OQG TGC K3C MC TOC 
177 182 186 

Ser Asn Asa Pro Thr Cys lip Ala lie Ser Lys Arg He Pro Asn I#s I#s Pro GGLy 
AGC AAC ABC 033 ACT HOC 103 033 AOC K3C AAA CET ATC OOS AAC AAA AAA 033 GQC 
196 198 
I#s Jj/s Ihr - C 
AAA AAA ACC - 3' 



TtrfrirnnHoa pour la SEQ ID NO ; 32 GL96A&C 

1YEE EE SHJBnCE : ar-fr**= anines et xir&ectidEs 
IflCTRK EE IA KHJMsLte : 57 arrives amines, 171 ray^grj-irfag 
NMRE EE EKttE : sinpLe 
0CNFD3GRKTECN : lineaire 

*KEB IE MTHTTTR : proteins 

140 

N - Gin Ihr Gin Pro Ser lys Prolhr Thr Lys Gin Arg Gin Asn Iys Pro Pro Asa 
5 1 - OG ACC <3G OCD AGC AAA OQG AOC AOC AAA GG QGT C8G AAC AAA COS ODG AA3 
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158 173 176 

I^EtoAsnAsaAspaKHisIbeC^VallbeA^ 

AAA CCG AAC AAC ©T TIC CKT TIC CTA GIG TIC AfiC TIC GIG OCG IGC ETC TGC 
177 182 186 

Ser Aai Aai Pro Thr Cys Tip Ala He Ser Iys Arg lie Pro Asa Iys Iys Pro GLy 
AGC ARC ABC 005 ACC TGC TGG GOG fflC AGC AAA 0GT JflC GOG A?C AAA AAA 005 GGC 
196 

lys - C 
AAA - 3' 



JVifui iiHtia a pour la SEQ ID NO : 33 GLS4ASC 



THE IE SEQUENCE : artrire amines et rarQjebfcLcfa 

Tf T CT E D R EE LA SBQCENCE : 55 acddes atrii^s, 165 nWlfW-irfog 

EE HONS : sdnple 
CONREGCPATirN : lirfelre 



1YEE IE MTFTTJK : proteine 
140 

N-GlnThrGlnProSerI^ProThrThrI#5 Gin Arg GLn Asn tys Pro Pro Am 
5'- CFG ACC CFG OCG AGC AAA OZG ACC AGC AAA CAG OGT CJG AAA OCG CDG AAC 
158 173 176 

lys Pro Asn Asn A^> Ihe His Ehe Glu V&l Ehe Asn Ete \fe£L Pro Ser Ser He Cys 
AAA OCG AAC AAC GPCT TIC COT TEC Oft GIG TIC JtfC TIC GIG GOG AT A3C fflC 1GC 
177 182 086 194 

SerAsnAsnProThrC^TrpAlaneSe^ 

AGC AAC AAC QCH POO T3C TOG OCG AOC AGC AAA OGT AGC GOG AftC AAA AAA COS - 3' 



T hfi inihH qq. pour la SEQ ID NO : 34 Q92ASc 



TYPE IE .wm-iMm : acirfrs amines et nucleotide 
Tfyn.KR EE IA SBJECE : 52 acides anines, 356 nrOioticfes 
NCM3RE EE HUNS : siirple 
CCNFTQCFAnCN : linoaixB 



T5CEE EE MUHUE : pcobedne 
140 

N- Gin Thr Gin Pro Ser I#s Pro Thr Thr I#s Gin Arg Gin Aai I^s Pro Pro Asn 
_5 ' CFG PCE CFG OJj IGC AAA QD3 KE AGC AAA CSG GGT CEG A?¥C AAA COG G33 AZC 
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158 173 176 

Iys Pro Asn Asn Asp Ete His Ete GUi Ete AsnlteVal Pro Ser Ser He Cys 
AAA C33G AAC AAC OCT TIC COT TIC (3A GIG TIC AAC TIC GIG GOG MS A3C MC TQC 
177 282 186 132 

Ser Asn Asn Pro Thr C^s Tcp Ala He Ser lys Arg lie Pro Asn Lys - C 
AGC -ABC fflC 03G AGC TX3C TOG GC3 MC AGC AAA OGT AEC OOG AAC AAA. - 3' 



TTrfnrnnticn pour la gp ID NO : 35 GSA5C 

TYEE EE .shQ^iNU^ : aci ries amines et iiizlebtides 
KN3LELR EE LA KKJIhNJ*: : 50 ariftes amines, 150 ™ ml wrHrfag 
NMKE EE : sdnple 

0CNFB3CEKEICN : lineaire 



TYEE EE MXEEULE : proteins 
140 

N - Gin Tnr Gin Pro Ser Iys Pro Thr Thr Lys Gin Arg Gin Asn li/s Pro Pro Asn 
5'- CBGAOC OG COG AGC AAA 03G AGC AOCAAAOXj GGT C2G AAC AAA. OOG QCG AftC 
158 173 176 

lys Pro Asn Asn Asp Ete His Ete Ghi'Val Ite Asn Ete \al Pro Ser Ser lie Cys 
AAA. CEG AAC AAC G*T TIC COT TIC Oft. GIG TTC ASC TTC GEG GCG AGC AQC fflC TGC 
177 182 186 190 

Ser Asn Asn Pro Tor O/s Trp Ala He Ser lys Arg He Pro - c 
AQC AAC AAC CDS ACC TQC TGS G3G fflC AGC AAA. CET AIC GOG - 3' 



TnfnnmHra pcuc la SEQ ID NO : 36 GTASC 

TYEE EE nhj t*ism : arifies aidifcs et nucleotides 
ION3UEER EE IA SEQUENCE : 33 acides amines, 99 nucleotides 
N3VERE EE HONS : sinple 
CQCTGURAEKN : lineaire 

TYEE EE MTfFTTIR : profre.ine 



N - 
5'- 



158 173 

lys Pro Asn Asn Asp Ete His Ehe GLu Ete Asn Ete \fel Pro Ser Ser He 

AAA CCG AAC AAC OCT TIC COT TIC CTA GIG TTC PPC TIC GIG COG.AGCMCAnC 
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176 182 186 iso 

Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Tro Ala He Ser Ii/s Arg lie Pro - c 
TX AX AAC AAC GCG AX T3Z TX GX AIC AQC! MA OGT ACIC CDS - 3' 



ItafiannafcLan pour la S^J 3D NO : 37 G20QB 



EE SEQUENCE : arrirfes amines et nucleotides 
IOGCHR EE IA SEQUENCE : 61 acddes amines, 183 n^i^-^ 
lOERE EE ERINS : sinple 
CQ4F2GCRKEIEN : lineaire 



SerThrl^SerArgSerl^^EroProlysIysPro 

acx ax aaa ax asr agc aaa am: aas ccg aaa aaa ax 

173 176 
Hie Asn Efce \&1 Pro Cys Ser He Cys cay Asn Asa C2n 
HC AAC TIC GIG OX TX AGC AEC TX Q3C ARC ABC (JG 

200 

lie Pro Ser Asn Lys Pro Iys Iys Iys Pro Thr He- C 
AIC CDS AQCT ARC AAA CCD ARA AAG AAA CDS JGJC- 3' 



Thfrm i Hl I cq pour la SBQ ID MO ; 38 GL98B 



TXEE EE SEQUENCE : artrips amines et r^yrlA-jHrfag 
ICN3ER EE IA SEQUENCE : 59 art rips amines, 177 nxOebtides 
NMRE EE HONS : sinple 
uj^ijoUKKEDCN : lineaire 



TYPE EE MXHXtE : prr*-^^ 
140 

N - Ser Thr Gin Thr Asn Jj/s Pro 
5'- AGC AX CEG AGC ARC AAA GOG 
160 

Iys Asp Asp iyr His Ite Gin Val 
AAAOTT TAC CSC TIC <3*A GIG 

182 186 
leu cys I#s Ser He cys I#s Thr 
CDG TX AAA AX ATC TX AAA AX 



TYPE EE MTFTT1E : proteine 
140 

N-SerThrGanThrAsnl^ProSerThrl^SerArg 

5'- AX ACC OG AX AAC AAA CDG AX AX AAA AX CGT AX AAA A?C CDG GCG AAA .AAA. OCG 
150 173 176 

I^AspAspiyrHisEteGan\^IteAsn 

AAA GO* (SET TAC C5C TTC GBA GIG TIC ARC TIC GIG CEC TEX AGC ATC TX C3X ARC AAC C2& 

182 1B6 253 

leuCysI^SerHeCysI^ThrllePm 

QG TX AAA AGC ACIC TX AAA AGC fflC ODG AGC AAC AAA OCG AAA ARG AAA COG - 3' 
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TnfnrTmHcn pour la SEQ 3D NO : 39 GLS6B 



THE EE SEQUENCE : arririps amines et niriectides 
TfWTHR IE IA ^HJFNm : 57 acides amines, 171 Ti^liW-irfag 
NMKE EE ERIN3 ; sdnple 
OCNFD3CEKEICN : lineaire 



TYPE FR MTFTTTP : proteins 

140 

N - Ser Thr Gin Thr Asn Lys Pro 
5 1 - AGC ADC OG ADC ABC MA 033 
160 

I#s Asp Asp Tyr His She Gbi\&l 
AAA Off GOT UC CAC TIC GBA GIG 

182 IBS 
Lea Cys I#s Ser lie O/s Iys Thr 
CIG TGC AAA AGC MC TCC AAA KX2 



SerThr Iys Ser Arg Ser lys Asn Pro Pro lys I#s Pro 
AGC ADC AAA AGC CGT AGC ABA ABC 033 OOG AAA AAA CDS 

173 175 
Ite Asn Ehe Pro Ser He Cys GLy Asn Asa Gin 
TIC ABC TIC GIG 00C 1GC AQC ADC TQC Q3C ABC ABC CPG 

136 

He Pro Ser Asn lys Pro Iys Iys - C 
AflC COS AGC! ABC AAA GOG AAA AEG - 3' 



TlifiiriiHt Tucn pour la SEQ ID MO : 40 G354B 



TYPE EE SEQUENCE : acides amines et nriLecticfes 
ICN3EXR EE IA S^JJENCE : 55 acides amines, 1£5 nrl^H^x: 
NOBRE EE EREC : simple 
GCNFTOURKEKN : lineaire 



Pro Pro lys lys Pro 
OCG OOG AAA AAA GCG 
176 

Cys GLy Asn Asa Gin 
1GC QQC ABC ABC OG 



TYEE EE M1HHE : prof Pine 
140 

N - Ser Ohr GEln Thr Asa Iys Pro Ser Thr Iys Ser Arg Ser I#s Asa 
5 1 - AGC ADC CSG ADC ABC AAA OCG AGC AGC AAA AGC QGT AGC AAA A?C 
160 173 
Iys Asp Asp lyr His Efoe GhiTfel ae Asn Ehe Val Pro Cys Ser He 
AAA OCT OCT TEC CEC TIC (3ft. GIG TIC A?C TIC GIG C0C TGC AGC ACEC 

182 186 134 

Leu Cys Lys Ser He Cys tys Thr He Pro Ser Asn lys Pro - C 
CIG TGC AAA AGC ATC TQC AAA ADC AQC OCG AGC ABC AAA OOG - 3' 
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I^fi.miH l io n pour la SEQ ID NO : 41 GL92B 



TXEE EE SRJTTCE : acirips airines et nucleotides 
IOGLELR IE IA SEQUENCE : 53 acddes airings, 159 n^lgr ^HA^ 
&MBRE EE ERE© : sinple 
CQCTaCRffEKN : lineaire 

TYEE EE MXH3XE : proteine 
140 

N-SerlhrGlnThrAsnl^ProSerThrlys 

5'- POC TCC CPG POZ AAC AAA. CCG PG2 AX AAA. PQC 03T £CIZ AAA. AAC CDS GOG AAA AAA (XG 
160 173 176 

I^AspAspTVrRisae<^^teAsnIte 

AAA Off OCT TSC CfiC TIC GAA. GIG TIC AAC TIC GIG Or T3Z AGC AIC IQ^ G32 AAC A?*: CTG 

182 186 192 1 

Lai Cys Lys Ser He Cys Dys Thr He Pro Ser Asn - C 
COG H3C AAA AGS AECTOC AAA ACE ffiC <XE A3C A?C - 3' 



ItTfinmmHoa pour la SEQ ID NO ; 42 G6B 



TXEE EE SBQCENCE : artrips ardnes et rixiebtides 
TfN3~.HR IE IA fcHJLfeNLK : 51 aHAxi airings, 153 nxleofcufes 
NOTE EE EKttC : sinple 
CTMIGCRKEDCN : lineaire 

IYEE EE MXBCCLE : probaine 
140 

N-SerThrGlnThrAsnl^EroSErT^ 

5'- AGC AOC CK5 AOC AAC AAA 033 AGC AGC AAA AGC GST AGC AAA AAC 033 033 AAA AAA. CCG 
ISO 173 176 

Lys Asp Asp iyr His lbs Ghi "Vfel the Asa Ebe Val Pro Cys Ser He cys GLy Asn Asn Gin 
AAA COT GO* UC CAC TIC GAA GIG TIC AAC TIC GIG GCC TX3Z POO KTC U3Z G32 PPC PPC <JG 

182 186 ISO 

Leu Cys Lys Ser He cys I#s Thr He Pro - C 
CE3 TGC AAA AGC AB3 TGC AAA AOC ADC 033- 3' 
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Ti i fm i Hl icq pour la SEQ ID NO : 43 G7B 

TYEE IE SbULfcNCE : arrides amines et ] 
I£NGCELR IE IA SEQUENCE : 33 acides andnes, 99 nunlAH-jHop 
NMRE IE EKttE : sdirpLe 
CCNt'iULkKQjCK : lineaice 



TtffE EE MHJEEULE : profpine 

158 173 176 

N - Lys Pro Iys Asp Asp Tyr His flie Gin Fbe Asn Ete VblL Pro Cys Ser He Cys GLy 
5'- AAA CJ33 AAA CTT GST ISC CSC TEC (3A GIG TIC A?C TIC GIG OOC T3C A32 AEC HOC G3C 

1B2 186 190 

Asn Asn GQn Leu. Cys Lys Ser He C^s I#s Uir He Pro - C 
AAC AAC <3G CIG TCC AAA 2GC TOC TGC AAA ACC AflC OJ5 - 3' 



Itaftamatim pour la SBQ ID MO : 44 G20GBdC 

TYPE IE .sMwji rrJLfc. : acides amines et xwLebtddes 
TfKTTFTR EE IA SEQUENCE : 61 acides amines, 183 : 
NMKE EE BROS : sinpLe 
GCKFIGLRKEKN : lineaire 

THE IE MTFITTE : pnxteine 
140 

N - Ser Thr Gin Thr Asn Iys Pro Ser Thr Iys Ser Arg Ser Iys Asn Pro Pro Iys lys Pro 
5*- PGCPCC CSG ACC AAC AAA <XG AGC ACC AAA AGC GST ACC AAA AAC (EG COG AAA AAA CTJG 
160 173 176 

Iys Asp Asp iyr His Ete GLu Ete Asa Ehs Veil Pro Ser Ser lie Cys GLy Asn Asn Gin 
AAA Off OCT TfiC CAC TIC <3>A GIG TIC AAC TIC GIG GCC POZ AQC ATC TG£ G3C JVC P&C 
1B2 1S6 200 

lea C^s I#s Ser He Ser Iys Thr He Pro Ser Asn lys Pro lys I^b Lys Pro Thr He- C 
CIG TGC AAA AGCT A0C AGC AAA ACC A1C (XG AG£ AAC AAA O0G AAA AAG AAA O0G AOC AIC- 3' 
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Tnfintrmat~irn pour 2j3L SEQ ID NO I 45 



gossbSc 



TYPE IE SBQuRCE : acirips amines et nxAeotides 
ICM3QEER IE IA SBQCENCE : 59 acirfes amines, 177 nucleotides 
N>H^I EE HONS : sdnple 
GCNFIBCRKEIEN : "linmire 



TYEE EE KXEOUCE : proteine 
140 

N - Set Thr OnThr Asn Iys Pro Ser Thr Iys Ser Arg Set Iys Asn Pro Pro Lys Iys Pro 
5'- AGC AOC CSG AOCAAC AAA CCD AGC ACC AAA AGC CET AGC AAA ABC GCG COG AAA AAA 033 
160 173 176 { 

Iys Asp Asp iyr His Ite Gin Val Etae Asn Ifae \fel Pro Ser Ser lie O/s GLy Asa Asn Gin 
AAA (SCT (SET TEC OC TIC <3\A GIG TEC AAC TIC GIG CEC AGC AGC AJC TOC G9C ABC JtfC OG 

1B2 186 0S8 

Leu Cys Iys Ser He Ser Lys Thr He Pro Ser Asn Iys Pro I#s Lys lys Pro - C 
CIG 1GC AAA AGC AXC AGC AAA AOC ACEC GCG AGC AAC AAA CEG AAA AAG AAA OOG - 3* 



TYiHu ii hI L cii pour la SEQ ID NO ; 46 G196RSC 



TYFE EE flm^NCK : aririps airi u e s et larOeotides 
IflSCLEUR EE IA SEQUENCE : 57 arirtpq amines, 171 nurlmtides 
N>BKE EE : snnple 

OCNFTGURKnCl? : lineaire 



TYPE EE MXEEI1E : proteine 



N - Ser Thr Gin Thr Asn Iys Pro Ser Thr lys Ser Arg Ser Iys Asn Pro Pro Iys I#s Pro 
5'- AGC AGC ACE AAC AAA GCG AGC ACC AAA AGC CGT AGC AAA AAC CEG CEG AAA AAA GCG 



lys Asp Asp iyr His Ite GLu Ehe Asn Bhe Vial Pro Ser Ser He Cys Oy Asn Asn Gin 
AAA GOT OCT TAC OC TIC <3iA GIG TEC AAC TIC GIG QCC AGC AGC AQC TGC G3C AAC AAC CEG 



140 



160 



173 



176 



182 186 
Leu C^s I#s Ser He Ser Jj/s Thr He Pro Ser 
CDS TGC AAA AGC AOC AOC AAA ACT AIC OB AGC 



156 

Asn lys Pro Lys Iys 
AAC AAA GCG AAA AAG 



- C 

- 3' 
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TY i fiinml im pour la SB& ID NO : 47 rriQ/ypKn 



TXHB EE : acrirlpfl amines et nirfliSntides 

TfNTKR IE IA teULfrNLfc! : 55 acddes amines, 165 iuclioticfes 
NMRE EE H?1*E : sinple 
CENFIQLRKnEN : lineaire 

1YEE IE MXECHE : ptobgdne 
140 

N-SerThr<^ThrAmIysItoSerThr 

5 1 - AG? AGC CAG PCC fflC ABA OQS AGC AGC AAA AGC OGT AGC AAA ABC GOG GOG AAA AAA (XX3 
160 173 176 

I^AspA^TyrHisaKC^^iteAsnEte 

AAA. OCT GKT TAC CAC TIC (5ft GIG TTC ABC TTC GIG OX KJ2 AGC KSC TQC G3C 2PC A?C C7G 

182 186 134 

I^C^I^sSerrieSerlys'Ihrlle Pro Ser Asnlys Pro - C 
C3G 1GC AAA AGC ACIC AGC AAA ACC fflC COG AQC ABC AAA COS - 3' 



TnfuriiHH cn pour la SEQ ID NO : 48 GL92B&C 



TYFE EE SEQCECE : aririps amines et nusLebtxcfes 
ICN3EBUR EE IA SECCBSCE : S3 acides amines, 159 nn^A^ 
lOERE EE ERHsB : sinple 
Cn^iidLKKEDCN : linaaire 

TXEE EE MTFTTIR : proteins 
140 

N-SerThrCtoThrAsnl^ProSerto 

5'- AGC ACC OG ACC ABC AAA CEG AGC AOC AAA A3C a3TA3C AAA AHT GOG OCE AAA AAA CDS 
160 173 176 

I^AspAspTYrH^^^^^AmEteV^ 

AAA GOT CSX TAC CSC TO! ©A GIG TIC ABC TIC GIG OOC AGC MC -KDC TGC GGC AZC A?C CM 

182 186 192 

IfliCys Iys Ser Be Ser Iys Thr He PtoSer Asn - C 
CDS TGC AAA AGC AHC AGC AAA AGC fflC CDG AGC ABC - 3 1 
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•niOn i iHl Ion pour la SEQ ID NO : 49 OSBSc 



TYEE EE SEQDENCE : arirto anines et rtcleotides 
IOOTX R EE IA SBQCENCE : 51 anirfrs amines, 153 iijcleotides 
IQ0EE IE EKttE : sditple 
OC T^'J (-a Ktf n ( N : lineaire 

TOE EE MXHULE : rnrteine 
140 

N - Ser Thr Gin Thr Asn Iys Pro 
5'- AGCKC OGMC AAA CDS 
160 

Iys Asp Asp Tyr His Jbe GUi 
AAA Off GKT T7C CSC TIC GBA GIG 

182 186 
Leu Cys Lys Ser He Ser I#s Thr 
C3G TGC AWV AGC AIC AQC AAA PCC 



Ser Thr Iys Ser Arg Ser Lys Asn Pro Pro lys Lys Pro 
AGC ACC AAA AGC OGT AGC AAA MC OB OB AAA AAA GOG 

173 176 
Hie Asn Ihe , Vfel Pro Ser Ser He Cys GLy Asn Asa tSln 
T3C AAC TTC GIG GDC AOS AGC ACIC TGC GX AfC A?C OG 

190 
lie Pro - C 
fflC QOG - 3' 



TVifinnmticn pour la SEQ 3D NO z 50 G7B5C 

TOE EE KHJ : amrips aninss et nxOfiotioes 
IOGCEJR EE IA SEQUENCE : 33 aeddes aninss, 99 nnHan-iriao 
ICMERE EE EKOE : sdnpiLe 
GCMF13GURAEECN : lineaire 



TYEE EE MXEEULE : pxiteine 

158 173 
N - Jj/s Pro Lys Asp Asp iyr His Ihe GLu Val Ete Asn Ite Val Pro Ser Ser lie Cys GLy 
5'- AAA COS AAA OCT GMT TEC CAC TIC Qft. GIG TIC P2C TIC GIG ODC AGC AGC ATC TOC OQC 

182 106 190 

Asn Asa Gin Leu Cys lys Ser He Ser Iys Thr He Pro - C 
AAC AAC CAG CT3 TGC AAA AGC JOC AGC! AAA AGC JtlC OCG - 3 1 
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T ii P i hi i hI L cp pour la SEQ ID NO : 51 GZV 

TYPE EE SEQUENCE : af^rfaq amines et nx2ebtides 

KN3CECR EE IA SB3CECE : 101 art (to amines, 303 nrOfiotite 

NMKE EE HONS : simple 

QCNFTCGRKTEIN : lineaire 



TYH5 EE vnrmiFR ; probeans 
130 

N - GOn Asn Arg L#s lie I#s GLy Gin Ser Thr Leu Pro Ala Tnr Arg lys Pro Pro lie Am 
5»- CAA AEC ACA AAA AIC AAA GGT CAA TC3V ACA CIA CCA QCC AGA. AAA GCA CCA ATT AKT 
150 

Pro Ser GLy Ser He Pro Pro GLu Asn His Gin Asp His Asa Asn Ete Gin Ihr Iai Pro Tyr 

CTA ICA GGA AGC AOC CCA CCA GAA A?C Off OVA. (3C GC AAC ABC TIC CAA ACA CIC CDC TOT 

171 173 175 1B2 186 

%1 Pro Cys Ser Ihr Cys Gin GLy Asn leu Ala Q« Ifiu Ser leu cys His lie GLu Ihr GLu 

GTTCOC TOO AGT PCA TGT GAA GST AKT CEP TIA TEA. CIC TG£ Off ACTT <3G A3S GftA 

192 

ArgAlaProSerArgAlaProThrlleThrlfii 

AGA OCA CCA ACC AQV GCA OCA ACA AOC PGC CIC AAA AfiG AOV OCA AAA OCA AAA XA AAA 
23 230 
Iys Pro Thr Lys Ihr Ihr lie His His Arg Ihr Ser Pro Glu Ihr Iys Ifiu Gin - C 
AfiG OCA AOC AAG AOl ACA fflC CKT CAC AGA ACC ACC CCA GAA ICC AAA CIG CM - 3* 



TfrmrnHm pour la SEQ 3D NO s 52 GRfiC 



1YEE EE .SHj : arrifire amines et nucleotides 

KN3GEUR. EE LA fffQHiKK : 101 acidss amines, 303 iudjeoti&s 

NJraE EE BKDB : sinpLe 

CCNEK2B?ffKK : lineaire 

7XEE EE MTRTirK : proteins 
130 

N - Gin Asn ArgTys He Iys GLy Gin Ser Thr leu Pro Ala Thr Arg Lys Pro Pro He Asn 
5'- CAA AAC ACA AAA AQC AAA G3T CAA TEA ACA CIA CEA GEC J£A AGA AAA CCA CEA AQT AKT 
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ISO 

Pro Ser GLy Ser He Pro Pro Glu Asn His Gin Asp His Asn Asn Ete On Thr Lai Pro iyr 

OCA TCA M3C! KUC CCA OCA GBAAfC OCT CAAQC OC itfC JtfC TIC CAA MA CtC CDC TOT 

171 173 176 182 186 

\fel Pro Ser Ser Thr Cys Glu Oy Asn l£u Ala C^s leu Ser Leu Ser His lie Ou Ihr Glu 

GIT (XC A2C PGT ACA TGT GAA G3T AAT CTT GCATGZ TTATCA CIC X3C COT OTT (3*3 AOG G*A 

132 

Arg Ala Pro Ser Arg Ala Pro Ihr He Thr leulys Iys Thr Pro lys Pro Lys Thr Thr lys 
MA OCA CTA M3C MA OCA CCA ACAOTC MI! CIC AAA AAG ACA CCA AAA CIA AAA AX MA AAA 
213 230 
I#s Pro Thr lys Thr Ihr He His His Arg Ihr Ser Pro Glu Ihr Iys Lai On - C 
AAG OCA AGC AAG MA ACA RJJ2 COT CAC ACA MTJ ACC CCA (?& MTJ AAA CIG CPA - 3' 



TnfnnmHcQ pour la SEQ ID NO : 53 (200V 



TYEE EE .^HJFMJb; : aciripfi amines et rioclebtddss 

IflSGUEUR IE IA .SHJ>Nm : 61 arirfrs amines, 183 nH^tirbc 

IE HtffiB : sdnple 
(IlCTGLRPCnCN : lineaire 



TXEE EE KXEEULE : prcteone 
140 

N - Lai Pro Ala Thr Arg lys Pro Pro He Asa Pro Ser GLy Ser He Pro Pro Glu Asn His 
5'- CIA CCA G3C MA AGA AAA CCA CCA ATT AOT CEA TCA CCA PG2 AEC OCA CCA C?*A AM! COT 
160 173 176 

On Asp His Asn Asn Ete On Thr Leu Pro iyr \fcl Pro cys Ser Thr cys Ou GLy Asn leu 
CAA GAC CAC AAC AAC T3C CAAMA CIC G0C TKT GTT C0C TGC M3T MA TGT GAA GET AKT CTT 

182 186 200 

Ala Leu Ser leu Cys His He Glu Thr Glu Arg Ala Pro Ser Arg Ala Pro Thr He - C 
GCATGC TTA TCA CIC TGC COT ATT ®G MB GAA ACAGCA OCA MC AGA GCA GCAMA OTC - 3* 
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Tnf i ui i H l - icn pour la SBQ 3D MB : 54 G1S8V 
TYEE EE : acides amines et ixriLSotidE 

ICNXBlR IE IA .SHummi : 59 rtririps amines, 177 : 
lOCTEEEHOIB : sinple 
CZOTIGORKEKW : linsaire 

TYEE EE M3HHE : prteine 



140 

N - lea Pro Ala Thr Arg Iys Pro Pro lie Asn Pro Ser GLy Ser He Pro Pro GLu Asa His 
5'- Cm OCA GX ACA A(3l AAA CEA CEA ATT AAT OA TCA G3V AOT ATC CCAaA(3*AA?C COT 
ISO 173 176 

Gin Asp His Asa Asa the Gin Thr lea Pro Tyr Val Pro Cys Ser Thr Cys Gin GLy Asa ieu 
CAA GBC GC AAC ARC TIC CAA ACA CIC COC TOT GTT CCC TQC AGT ACA TEST GAA GST ART CffT 

182 186 198 

Ala Cys Leu Ser Leu Q/s His He GLu Hit GLu Arg Ala Pro Ser Arg Ala Pro - C 
GCA TGC TTA TEA C3C TOC COT AET <5G AOS GRA ACA GCA OCA AGS ACA OCA CTA - 3 1 



Tnfnn i Hl L ra pour la SEQ 3D NO : 55 G196V 
TYEE EE .SKJMMLK : arrifips amines et xajcLebtide 
IEN3UEER IE IA SFQTTEE : 57 arrirfrs anrines, 171 1 
NCM3RE EE EK06 : sdnpie 
GCNFTEERKEECN : lineaire 

TYPE EE MfTH'i ii R ; probeine 
140 

N - Leu Pro Ala Thr Arg Iys Pro Pro He Asn Pro Ser GLy Ser He Pro Pro GLu Asn His 
5»- C3A OCA GCC ACA ACA AAA OA CCA ATT AKT OA TEA OA «3C AIC CCA CEA (5A ATC COT 
160 173 176 

Gin Asp His Asa Asn fte Gin Thr Leu Pro Tyr Val Pro Cys Ser Thr Cys GLu GLy Asa Leu 
CAAOC OC ABC ABC TIC CAA ACA CIC GCC TOT GTT GDC TEC AGT ACA TGT GAA Q3T AKT CUT 

182 186 iS6 

Ala Q© Leu Ser Leu Cys His He GLu Thr GLu Arg Ala Pro Ser Arg - C 
GCAT3GC TTA TEA CIC TEC COT ATT ©G AGS OA AGA OCA CCA AGC A2A - 3' 
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Tt ifi h hhI \ca pour la SBQ ID NO : 56 GL94V 

TSEEE SfcyUEtCE : anjrto aranes et nucleotides 
IOEDEDR EE IA SEQUENCE : 55 acddes amines, 165 nuni^w-irfac 
1CM3RE EE ER3NS : siirple 
0CNFD3GRKTKN : lineaice 

EE MXEEULE : proteins 



N-l£uProAlaThrAigIysProItoneAsnPro 

5 1 - CIA CCA QX ACA ACA AAA OCA CCA ATT AAT OCA TCA CCA AGCT AGC OCA CCA (»A ASC CAT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Ete Gin Thr Lai Pro iyr \kl Pro Cys Ser Thr Cys GLu Gly Asn leu 
CAA (SC CSC ABC fflC TIC CAA ACA CIC GOC TAT GET CCC TQC AGT ACA DGT QA. Q3T ART C3T 

182 186 194 

Ala Cys leu Ser leu Cys His He GLu Thr Gin Arg Ala Pro - c 
QCAH32 HA 1CA CIC TOC CAT ATT CAS ACS CAA ACA CCA CIA - 3' 



TnfnnrnHcn pour la SEQ ID NO : 57 QS2V 

THE EE SEQCINCE : acides amines et nucOeoticfes 
ICN3CBUR EE IA SEQUENCE : 52 acddes snrines, 156 raleoticfes 
NCMBRE EE ERBC ; sinple 
CCNFIELRAEICN ; lineaire 

TYPE EE MXEEULE : prcteine 
140 

N - leu Pro Ala Thr Arg Lys Pro Pro He Asn Pro Ser GLy Ser lie Pro Pro Glu Asn His 
5'* CIA CCA QX ACA ACA AAA OCA CCA ATT AAT OCA 1CA QGA AX! AIC CCA CCA GZft. AW2 CAT 
^0 173 176 

Gin Asp His Asn Asn ite Gin Tnrli^ProTyrUalProtysSer Thr Cys Glu GLy Asn Leu 
CAA QC CSC ABC ABC TIC CAA ACA CIC GOC TAT GIT CDC TQC AST id 1GT GAA Q3T AKT CXT 

1S2 186 192 

Ala Cys Leu Ser Leu Cys His He Gin Ihr Glu Arg - C 

_QCA-TOC-TIA-'ICA CIC-TCC- CMVAFT- GBG-AQ3 (3tfV-AGR- - -3 1 
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Thfinrnntim pour la 3D NO' : 58 G6V 



HK3GELR EE IA JfrQENUb: : 51 acides amines, 153 nrl&tides 
NMRE EE BR3NB : sdnple 
GCNFTGDRPCnCN : lineaire 



TVEE EE M3JECHE : prctedne 
140 

N - leu Pro Ala Thr Arg lys Pro Pro lie Asn Pro Ser GLy Ser He Pro Pro Glu Am His 
5'- Cm<XAOT JOVAGVAAAGCAOCAAITAAr <XA 1CA GGA fflC AIC 031 GAA AB2 Off 
160 173 176 

On Asp His Asa Asn Ehs On Thr leu Pro Tyr Val Pro Cys Ser Thr Cys GLu GLy Asn leu 
OASC C8C AfiC ARC HC CAA ACA QC GOC TOT GTT CUT 1QC AGT ACATGT GAAGST AKT CTT 

182 1S6 190 

Ala Cys Leu Ser Leu Cys His He GLu Thr - C 
OCA TQC T3A TCA OC TQC Off ATT CTG AOG - 3' 



Tnfr i n i Hl I on pour la SBQ 3D NO : 59 G7V 



TYPE EE HfU-tircm : ariffes amines et nuclectides 
KNGCBQR EE IA amn>us : 33 acirfrs amines, 99 mcLeatiifes 
NMRE EE HCDB : sinple 
UJNb isJiFKrKN : lineaire 



THEE EE MXHJJLE : prrtfiine 



158 173 176 

N - Asn His Gin Asp His Asn Asn Ite On Thr Leu Pro Tyr Val Pro Cys Ser Thr Cys 
5'- AfiC CAT OA CTC CEC ARC ABC TTC CAA ACA CIC OCT TAT GTT (XC HOC PGT PCPl TGT 

182 186 ISO 

On Oy Asn Leu Ala Cys Leu Ser leu Cys His He Ghi Thr - C 
C5A GGT AKT CTT OCA TGC TIA TCA CIC TGC COT ATT GPG PCS - 3' 
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DifiniHtiin Q pour la SEQ 3D NO : 60 G20OV6C 

TYEE EE SEQCBCE : aHA^ amines et nmliWHrfeq 
IQGOBGR EE IA SS3CENCE : 61 acides amines, 183 : 
NOERE EE ERIN3 : sinple 
OMlCGRKnCN : lineaire 



TYPE IE MXEEX1E : probeone 
140 

N - Leu Pro Ala Thr Arg lys Pro Pro He Asn Pro Ser Gly Ser He Pro Pro Glu Asn His 
5'- CIA OCA GQC ACA AGA AAA OCA OCA AIT ARE OCA TCA GGA A3CT AlC OCAOCAQA. A?£ COT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Ite GOn Thr Ii^ Pro Tyr Val Pto Ser Ser Thr Cys Glu Gly Asn Leu 
CAA (3C OC AAC ARC TIC CAA ACA C3C GDC TAT GTT OX A3C PGT ACA TGE <3A G3E ART CUT 

182 1B6 200 

Ala Cys Leu Ser Lai Ser His He Glu Thr Gin Arg Ala Pro Ser Arg Ala Pro Thr He - C 

OCA TOC TIA TCA CIC AGC COT ATT GAG AGG GAA AGA GCA CCA AGC A3l GCA CCA JtA AIC - 3* 

HifnMiHt ic n pour la SEQ ID NO : 61 

•ME EE SRQCENCE : aciripq amines et na^leotides 

TfNGTECR EE IA SEQUENCE : 59 acides amines, 177 nxOeotifes 

*OCTE EE ERUE : sinple 

CCNt'uuLKKnEN : lineaire 



TYPE EE MTFCTF. : prote ane 



140 

N - Leu Pro Ala Thr Arg lys Pro Pro lie Asn Pro Ser Gly Ser He Pro Pro Ghi Asn His 
5'- OA CEA GCE K3l AAA GCA CCA ATT ART OCA TCA G3V A3C RIC CTA CCA G*A ATC COT 
ISO 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Ite Gin Thr Lai Pro Tyr \al Pro Ser Ser Tnr Gin Gly Asa Leu 
CAA <3C OC AAC AAC TTC CAA^CA CIC GCC TAT GET OOC AGC AGT JCA TGT GAA GST ARE CTT 

182 186 .198 

Ala Cys Leu Ser leu Ser His He GLu Thr Gin Arg ALa Pro Ser Arg Ala Pro - c 

GCA TEC TIA TCA. CIC JGC CAT AEE QG AOS GAA AGA GCA GCA PGZ AGA GCA CIA - 3' 
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TnfrnTTRtrifii pour la SEQ ID NO : 62 6196S€C 

TYPE IE SEQUENCE : arrirtea amines et rucQjootddes 

ICNXECR IE IA frfrQfrNLK : 57 acirto amines, 171 rar&ebtidas 

N>E*E EE HONS : simple 

CCNEIGLRKEICN : lineaire 



TYPE IE MTHTTTR : proteins 
140 

N - Lea Pro Ala Thr Arg lys Pro Pro He Asn Pro Ser GLy Ser He Pro Pro GLu Asa His 
5'- OA CCA OX AA. A?\. AAA OCA OCA TOT AACT CEA TCA G3l AX AIC CCACTAGAASC CAT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn ibe On Thr leu Pro iyr \ial Pro Ser Ser Ihr Cys Gin GLy Asn leu 
CAAOC CATAEC AAC TIC CAA ACA> CIC OX TOT GIT <XC AX AST TGT CAA (XT AACT CXT 

1B2 1B6 196 

Ala Cys Leu Ser leu Ser His He GLu Thr GLu Arg Ala Pro Ser Arg - C 

GCATQC TTA 1CA CIC AX OTF ATT CTG AX (5VA OCA OCA AX A3^. - 3* 



TnfinnmHaa pour la SEQ 3D HO : 63 G194V6C 

TYEE EE SEQUENCE : acirips amines et nucleotides 
TfTCTFTR DE IA SEQUENCE : 55 arnrto amines, 165 nucleotides 
NZMERE IE EKENS : sdnple 
G3NFTGtR?!flCIDN : lineaire 



TYEE IE MXECLHJE : proteins 
140 

N - leu Pro Ala Thr Arg l#s Pro Pro He Asn Pro Ser GLy Ser He Pro Pro GLu Asn His 
5'- OA CTA GX AOV A3V AAA OCA CCA AIT AKT OCA TCA G3A AX AIC (Xk CCA (»A AAC CHT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Ebe Gin Thr leu Pro iyr "Vfel Pro Ser Ser Thr Cys GLu GLy Asn Leu 
OWGRC CAC AAC AAC TIC CAA. £CA CIC CDC TAT GIT OX AX A3T 2CA TGT AKT CTT 

182 186 194 

Ala cys leu Ser Leu Ser His He GLu Thr GLu Arg Ala Pro - C 

OCA TX TTATO^CIC AX CAT ATT GPG AX GAA AGA GCA OCA - 3' 
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TrrfTonmtiaa pour la SEQ 3D MO ; 64 GL92V& 



TYEE EE SEQUENCE : acirfes anofies et nrlfi i wi^ i 
LCN3CEUR EE IA Kmi*NUB : 52 acddes arcrires, 156 raxleofcufes 
NOBRE EE : siirple 

GCNEDQGRKEDCN : lilieaire 



THE EE MXEDXE : prrfrpinp 
140 

N - l£u ProAlaThrArgLysProProHe Asn Pro Ser GLy Ser He Pro Pro Glu Asn His 
5 1 - CIA OCA OX ACA JO^ AAA OCA OCA AIT AKT CDV 1CA GGA PGC AIC CCA CCA GAA PPC CAT 
150 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Ete On Thr Lea Pro Tyr Val Pro Ser Ser Thr Cys GLu GLy Asn leu 
CAA OC GC ARC ABC TIC CAA ACA CIC O0C TAT GIT CEC AGC AGT ACATET GAA G3T AST CET 

182 1B6 132 

Ala cys Leu Ser Leu Ser His He GLu Thr GLu Atg - C 

GCAT3C T3A TCA CIC AGC CKTACIT GBG ACG GAAAC31 - 3' 



3hfrrrmHrn pour la SEQ ID HO ; 65 G6\)6C 



KN3EUR EE IA EH3LENCE : 51 arides aniife, 1S3 mcLootifte 
NMRE EE BRINS : siirple 
CENFIGCRKnCN : lineaire 



TYEE EE MXETJXE : pccteine 
140 

N - Leu Pro Ala Thr Atg lys Pro Pro lie Asn Pro Ser GLy Ser He Pro Pro GLu Asn His 
5'- CIA OCA GX ACA AGA AAA CCA OCA ATT AAT CCA TCA GCA ACC AIC (XAQCAGAAAW^ CAT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Ite Gin Thr Lai Pro iyr Val Pro Ser Ser Thr Cys GLu GLy Asn Lau 
CAA ©C OC ARC ABC TIC CAA ACA CIC OE TAT GET GOC AGC AGT XA TGT GfiA G3T AKT CTT 

182 186 190 

Ala Cys Leu Ser Leu Ser His He Gin Thr - C 

OCA IOC T1A TEA CIC H32 CAT ATT GBG PCG - 3' 
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Tnfhrrmtira pour 3a SB} 3D MP : 66 G7V6C 



TYEE IE SEQUENCE : arndps amines et axQsotides 
TfNTFTR EE IA fSHyt : 33 «HHpg amines, 99 x 
NCMERE EE HONS : sdnpLe 
GCNFTQGRPCnCN : lineaire 



TYPE EE MXECQLE : pooteine 

158 173 176 

N - Am His Gin Asp His Asa Asn Ite Gin Thr I^u Pro lyr \&1 Pro Ser Ser Thr Cys 
5 1 - ABC CKT OAGC CfiC ARC ABC TTC CAA ACA CIC OCC TOT GET OX A3C JGT iKA T3T 

IB2 186 ISO 

Ou GLy Asn lai Ala Qs Leu Ser Leu Ser His He Glu Thr - C 
Gft. G3T AKT CTT OCA TX! TBV TEA CIC AGS COT AFT ©G M3 - 3 1 



TnfrrnHHcn pour la SEQ ID NO ; 67 GSV 

"ME EE .SHU HvLE : aH^a amines et nmlfririffaQ 

ICN3CEOR EE IA SEQUENCE : 17 acides amines, 51 n^^rfeQ 

NMRE EE : sinple 

CENFTDDrkeecn : lineaire 
TiTE EE MXEEDLE : ppptvirip 



171 173 176 182 186 187 

N-ValPcoCysSerlhrCysGUiGLy Asn LeuAlaCysLeuSerLeuCysHis - 
5»- GTT (EC TGC AGT ACA TGT GAA Q3T APtT CTT Q3V TQC HA TCA CIC TCC COT - 



C 
3 1 
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Ihficomatam pcur la SEQ ID NO : 68 Glv6c 

TCEE EE SB3CENCE : arricfes anrifies et mrQaotides 
IEN30EER OS IA SEQCENCE : 17 acrides amiife, 51 nrleotifes 
IEM33E EE HUMS : srinpLe 
Od^FTHRKncu : lir^aire 

TYPE EE MTFTTTLE : pppt.irip 

171 173 176 182 186 187 

N - \fel Pco Ser Ser Thr Cys GLu GLy Asn leu Ala Cys leu Ser Leu Ser His - C 
5»- GET QOC PGT £CA TEST ®A Q3T AKT CTP GCA ICE TIA TCA CIC MC COT - 3' 

Tnfin ii Hl i on pour la SEQ ID NO : 69 GCV 

1YEE EE .^HjFNUb; : aHrtes aniries 
3XNQUBGR IE IA SEQUENCE : 17 adx3es snails 

IE ER3N3 : sjnple 
CCNraaJWCTICN : lineaire 

TYEE IE MXECULE : pFpHrlp 

171 173 176 182 186 187 

N - Val Pro Asp Ser Thr Asp Gui GLy Asa Leu Ala Cfcn leu Ser Leu Qm His - C 

Tnfnnrntinn pour la SEQ ID NO ; 70 G4 r V6c 

TgE EE SgyENCE : ariripq amines 
ICN3CE0R EE IA keq *rus : 17 ariripq amines 
NCM33E EE ERINS : sdnple 
ojNtjsjJSfOHOS : lineaire 

TYEE EE MXBDOLE : peptide: 
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171 173 176 182 IBS 187 

N - Pro Ser Ser Thr Pop GLu GOy Am Leu Ala Qm Leu Ser Lsu Ser His - C 



TYrfnTTTRHm pour la SBQ ID NO : 71 GLV 

TYEE EE f^QHsLH : acidps amines et nucleotides 
TCWXECR EE IA SEQUENCE : 14 bHHpc amines, 42 nrjleotidss 
lOERE EE HONS : sdnple 
CCNFIGLRKEECN : lineaire 

THE EE MXEECIE : pe pt i de 

174 176 182 186 187 

N- Ser Thr cys Gin dy Asn Leu Ala C^s lau Ser Lsu Cys His - C 
5'- ZGT JOV TGT GftA GST AKT CTT GCA TGC TIATCACIC1QC CKT - 3' 



TYrfrmrnHm pour la SEQ ID NO ; 72 GEtfC 

T5CEE EE SEQUENCE : acides amines et nucleotides 
ICNQCHR EE IA SEQUENCE : 14 acddss amines 
lOBRE EE GRINS : sinple 
CCNFIQCRKEKW : lineaire 

TYEE EE MIBUE : peptide 

174 176 182 186 187 

N - Ser Thr Qs Glu Oy Asn Leu Ala Cys Leu Ser leu Ser His - C 
5 1 - PGT ACA TGT GPA GST ART CTT GCA TGC TIA TCA CXC K3C CAT - 3' 
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TnfhnrnKcn pour la SEQ ZD NO : 73 GL'VSc 

TYEE £E SEQCENOE : aciries amines 
TfN7HR EE IA j-HjHOi : 14 *rnt\** amines 
NOTE EE BKttB : frinple 
CPglR FKIICN : lineaite 

TYPE EE MTFTTTR : i^t.i d R 

X74 176 1B2 186 1B7 

N - 9er Thr Asp GLu GLy Asn Leu Ala Qm Leu Ser Leu Ser His - C 



TnftTTTTFiHjcP pour la SEQ ID NO : 74 EB 

TYEE IE SEQUENCE : artrfrs amines et lucLsctides 

KN3UEIR EE IA .^HJ^MK : 219 arHr**g arares, 657 nxleatides 

MMRE IE HUNS : smple 

CCNF1QURKEDCN : ldneaire 

1YEE EE MXBOULE : proteins 
1 

BB = N- I^TyrGay\^SerAspTyrTyrI^Asn 

5'- AAA TKT GGA G3A -AGT (3C TKT 73C AAG ART CJA AIC A?C AKT GCE AAA 

17 

Thr Val GQu GLy Val Iys Asp Lsu Gin Ala Gin Val Val GLu Ser Ala lys Iys 
2CT GET GftA G3C G1A AAA C9C CIT OA GZA GftA GIT GET GRA TEA QOS AAG AAA 

35 

Ala Arg He Ser Ghi Ala Thr Asp GLy leu Ser Asp Ihe Leu Iys Ser Gin Tnr 
G05 CCT APT TCA (ffiA GCA JEA GKE G3C TIA TCT GKT TIC TIG AAA TCA Oft A3V 

53 

Pro Ala GLu Asp Thr Val Iys Ser He Ghi Lsu Ala GLu Ala Iys Val l£u Ala 
OCT OCT GVlGXTPCT GET AAA T£A AET GRATIA QCTGPAGZT AAA GTC TDV GCT 
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71 

Asn Arg GLu Leu Asp lys Tyr Gay Val Ser Asp lyr His Iys ten lea lie Asn 
ABC AGV GAA CIT (3C AAA TOT QGA GDV AGT G7C TKT OC AA3 AAC CIAAIC A?C 

89 

Am Ala tys Thr Val GLu GLy Val lys Asp leu Gin Ala Gin Val Val GLu Ser 
AKT OCC ASA ACT GIT Oft. G3T GIA AAA GAC CTT CAA OCA Oft GET GETOATCA. 

107 

Ala lys Iys Ala Arg He Ser Glu Ala Thr Asp GLy leu Ser Asp Ete leu lys 
GCG AEG ASA Q3G OGT AET TCA (3ft GCA ACA (3T G3C TTA TCT OCT TIC TK3 AAA 

125 

Ser Gin Thr Pro Ala GLu Asp Thr Val b/s Ser lie GLu Leu Ala GLu Ala lys 
TCA Oft ACA CTT OCT Gft CTCT ACT GET AAA TCA ATT (3ft TTA OCT GAA (ET AAA 

143 

Val leu Ala Aon Arg GLu Leu Asp I#s "iyr ^1 Ser Asp iyr Tyr Lys Asn 
GIC HA OCT AAC P£3i <3ft CTT (3C AAA TOT GSV GIA AGT <3C TATTM! AH3 AAC 

161 

Leu He Asn Asn Ala Iys Thr Val GLu GLy \fel Iys Ala leu lie Asp GLu lie 
OA AIC AAC AST OCC AAA ACT GTT <3ft GST GIA AAA OCA CIG AIA CTT ATT 

179 

leu Ala Ala Leu Pro Lys Thr Asp Thr Tyr Lys leu lie leu Asn GLy Iys Thr 
TTA OCT «A TIA OCT ABG ACT (3C ACT TKZ AAA TIA AIC CTT AKT GST AAA JtA 

197 

leu Lys GLy GLu Ihr Thr Thr GLu Ala Veil Asp Ala Ala Thr Ala Arg Ser Ete 
TIG AAA G3C (3ft. ACA ACT ACT GAA OCT GET CTT OCT OCT ACT QCAffiATCT TIC 

215 219 
Asn Ehe Pro He Leu - C 
AKT TIC OCT AIC QC - 3' 



TVifi ii HHri ai pour la SEQ ID NO : 75 &B = ri^jm^i & jb 

TYPE EE SEQUENCE : aririre jiiiues et irjcleotides 

1CN3CELR IE IA .SHLjnvm : 108 acirto amines, 324 rucQeofcLdes 

lOBE EE EREE : sinple 

aHETGURKEEN : lineaice 



T&E IE MTHTTE : pmtpine 
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1 

&B = N -lys iyr GLy \&1 Ser Asp Tyr His Iys Asn leu He Asn Asn Ala Iys 
5'- AAA TOT GGA G3A AGT GAC TOT CBC AEG A?C (HATOC AAC AKT GCC AAA 

17 

Thr Ghi GLy 'Vfel lys Asp Leu On Ala Gin Val Val Ghi Ser Ala lys lys 
ACT 6TP GAA GGX GIA AAA (SC CTT CAAGCACAA GIT GTT GAA 1CA Q33 AAG AAA 
35 

Ala Arg He Ser Ghi Ala Ohr Asp Gay Leu Ser Asp Hie leu Jj/s Ser Gin Thr 
ODG G3T AlTT ICR G3W OCA ACA GKT G9C TJA TCT Off TIC TTG AAA. 1CA OA ACA 
53 

Pro Ala GLu Asp Thr Val Iys Ser He Ghi Lai Ala Glu Ala Lys Afal Iai Ala 
OCT GCT Oft OCT ACT GTT AAA 7CA AEFT GAA TIA OCT GAA OCT AAA GIC TIA OCT 
71 

Asn Arg Glu leu Asp Lys Tyr GLy \feu\ Ser Asp Tyr Tyr Iys Asn Leu He Asn 
AAC AGV G*A CET GPC AAA TKT G3V G3A AGT GBC THT T3C AK3 AfiC dAAOC A?C 
89 

Asn Ala I#s Thr Val GLu GLy \&1 lys Ala Leu He Asp Ghi He leu Ala Ala 
AST G3C AAA ACT GTT <3>A GST GIA AAA (TA CIG JflA OCT CSA AOT HA OCT GCA 
107 108 
Lsu Pro - C 
TIA GCT - 3' 
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REVENDICATIONS 

1. Polypeptide utilisable comme element d'immunogSne, 
caracterise en ce qu'il est porte par la sequence peptidique comprise entre 
5 les r£sidus d'acides amines 130 et 230 de la sequence de la proteine G du 
virus respiratoire syncytial humain du sous-groupe A et du sous-groupe B, 
ou du virus respiratoire, syncytial bovin, ou par une sequence presentant 
au moins 80% d'homologie avec ladite sequence peptidique. 

Z Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
10 comporte la sequence peptidique comprise entre les residus aminoacides 
numerates 174 et 187 de la proteine G du VRS ou une sequence presentant 
au moins 80% d'homologie avec la sequence correspondante. 

3. Polypeptide selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterise 
en ce qu'il comporte une sequence dans laquelle : 

15 a) 1'acide amine Cys en positions 173 et/ou 186 k ete remplacg par un 
aminoacide ne formant pas de pont disulfure en partiaulier la 
serine, et/ou 

b) les acides amines en positions 176 et 182 sont susceptibles de former 
un pont covalent autre qu'un pont disulfure notamment 1'acide 
20 aspartique et 1'ornithine. 

4. Polypeptide selon I'une des revendications 1 & 3, caracterise en ce 
qu'il consiste en une sequence peptidique comprise entre les residus 
aminoacides numerates 140 et 200 de la sequence de la proteine G du VRS 
ou en une sequence presentant au moins 80% d'homologie avec ladite 

25 sequence peptidique. 

5. Polypeptide selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
qu'il consiste en une sequence peptidique comprise entre les residus 
aminoacides numerates 158 et 190 de la sequence de la proteine G du virus 
VRS ou en une sequence presentant au moins 80% d'homologie avec ladite 

30 sequence peptidique. 
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6. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 3, caract6ris6 
en ce qu'il consiste en la sequence peptidique comprise entre les residus 
aminoacides numerous 130 et 230 de la sequence de la proteine G du VRS 
humain, sous-groupe A et sous-groupe B ou du VRS bovin, ou en une 

5 sequence presentant au moins 80% d'homologie avec ladite sequence 
peptidique. 

7. Polypeptide selon Pune des revendications 1 a 3, caracteris6 
en ce qu'il presente l'une des sequences suivantes : 

Seq id n° 5 : 

10 Ser lie Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Cys Lys. 

Seq id n° 6 : 

Ser lie Cys Gly Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser lie Cys Lys. 
Seq id n° 7 : 

Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala lie Ser Lys. 
15 Seq id n° 8 : 

Ser lie Cys Gly Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Ser Lys. 
Seq id n° 9 : 

Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala He Cys Lys. 
Seq id n° 10 : 

20 Ser He Asp Gly Asn Asn Gin Leu Orn Lys Ser He Cys Lys. 

Seq id n° 11 : 

Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala He Ser Lys. 
Seq id n* 12 : 

Ser He Asp Gly Asn ASn Gin Leu Orn Lys Ser He Ser Lys. 

25 

8. Polypeptide selon Pune des revendications U3, caract6ris£ en ce 
qu'U prSsente l'une des sequences ID n° 14 a 73. 

9. Polypeptide selon Pune des revendications 1 a 8 f caract6ris£ 
en ce qu'U comporte en outre au moins un residu cysteine en position N- 

30 terminate ou C- terminate. 

10. Agent immunog^ne, caracterise en ce qu'il comporte un 
polypeptide selon l'une des revendications 1 a 9 couple a une proteine 
porteuse. 

11. Agent immunogene selon la revendication 10, caract^risee 
35 en ce que la proteine porteuse est une proteine adjuvante d'immunite. 
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12 Agent immunogene selon Tune des revendications 10 et 11, 
caracterise en ce que la proline porteuse est une proteine OmpA. 

13. Agent selon l'une des revendications 10 a 12, caract£ris6 en 
ce que le polypeptide est sous forme d'un conjugue soluble avec une 

5 proline de la membrane externe d'une bacterie du genre Klebsiella. 

14. Agent selon l'une des revendications 11 k 13, caracterise en 
ce que la proteine adjuvante d'immunite est la proteine p40 de Klebsiella 
pneumoniae ou une proteine prSsentant 80% d'homologie avec la proteine 
p40. 

10 15. Agent selon Tune des revendications 10 k 14, caracterise en 

ce que le polypeptide est conjugue k la proteine porteuse par une proteine 
de liaison. 

16. Agent selon la revendication 15, caracterise en ce que la 
proteine de liaison est le recepteur de la serumalbumine humaine. 
15 17. Agent selon Tune des revendications 10 k 16, caract£risee en 

ce que ledit polypeptide est couple a une proteine comportant la sequence 
id n° 13. 

18. Agent selon Tune des revendications 10 k 17, caracterise en 
ce que le couplage est un couplage covalent. 
20 19. Agent selon Tune des revendications 10 a 18, caracterise en 

ce qu'il est obtenu par voie biologique. 

20. Composition utile pour la prevention et/ou le traitement des 
affections provoquees par le VRS humain, sous-groupe A et/ou sous- 
groupe B, ou le VRS bovin caracterisee en ce qu'elle contient un 

25 polypeptide selon Tune des revendications 1 a 9 ou un agent selon Tune 
des revendications 10 k 19. 

21. Composition selon la revendication 20, caracterisee en ce 
qu'elle contient en outre des excipients pharmaceutiquement acceptables 
adaptes k Padministration par voie injectable. 

30 2Z Composition selon Tune des revendications 20 ou 21, 

caracterisee en ce qu'elle comporte un adjuvant d'immunite non 
specifique. 
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23. Sequence nucteotidique, caracterisee en ce qu'elle code pour 
un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 9. 

24 Sequence nucleotidique, caracterisee en ce qu'elle code pour 
une proline comportant la sequence id n° 13. 
5 25. Precede de preparation d'un peptide conjugue entrant dans 

une composition selon Tune des revendications 20 ou 21, caracteris£ en ce 
que : 

a) on pr£cipite les lipopolysaccharides de membranes de bact£ries du 
genre Klebsiella, en presence d'un sel de cation divalent et de 

10 detergents, pour recuperer les proteines membranaires totales dans 

le surnageant, 

b) on soumet les proteines a une chromatographic par ^change 
d'anions pour separer la fraction contenant la proline adjuvante 
d 'immunity, 

15 c) on concentre la fraction contenant la prot&ne adjuvante 
d 'immunity, 

d) on conjugue la prot&ne adjuvante d'immunit£ avec un polypeptide 
selon I'une des revendications 1 & 9 pour former un conjugue 
soluble. 

20 26. Proc£d£ selon la revendication 25, caract£ris£ en ce que 

1'ftape d) est effectuee en presence de glutarald£hyde a des concentrations 
inferieures ou egales k 0,05% et durant une periode superieure ou <§gale a 5 
jours. 

27. Utilisation d'une proteine pr&entant la sequence id n° 13 ou 
25 une sequence presentant au moins 80% d'homologie, pour ameliorer 
I'immunogenicite d'un antigdne. 
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